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Uber das Anserin, 
einen neuen Bestandteil der Vogelmuskulatur.’) 


Von 


D. Ackermann, 0. Timpe und K. Poller. 
Mit 3 Figuren auf Tafel I. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat WOrzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, April 192%.) 


Nachdem durch die Untersuchungen von W. Keil, W. Linne- 
weh und K. Poller?) festgestellt war, daB die Extraktivstoffe des 
Reptilienmuskels (Python) insofern in ihrer Zusammensetzung eine 
Abweichung von denen der anderen Wirbeltiere zeigen, als sie 
auBer Carnosin, Kreatin, Methylguanidin und Adenin auch y-Buty- 
robetain enthalten, lag es nahe, nun auch die Muskulatur der 
anderen groBen Gruppe von Sauropsiden, nimlich der Végel, 
einem niheren Studium zu unterziehen. 

Wir verwendeten fiir unseren Zweck Ginse, von denen wir 
im Laufe der Zeit 200 Stiick verarbeiten muBbten. Die Aufarbeitung 
der Extraktstoffe, die sich auch hier nur auf den mit Phosphor- 
wolframsiure fillbaren Anteil beschrinkte, haben wir noch nicht 
zu Ende gefiihrt, da unsere Aufmerksamkeit sehr bald auf eine 
bisher noch nicht beschriebene Substanz gelenkt wurde. Mit ihr 
beschaftigten wir uns bald ausschlieBlich. Sie reagiert basisch, 
ist frei von Schwefel und Phosphor und hat die Formel C,,H,,N,0.. 
Wie iiblich, soll sie nach dem Orte ihrer ersten Feststellung als 
Anserin bezeichnet werden. 

Unter Anwendung der von F.. Kutscher’) bei der Untersuchung 
von Liebigs Fleischextrakt und in vielen anderen Fallen verwandten 
Methodik stieBen wir auf diese Base zuerst in der sogenannten 
Lysinfraktion. Hier war sie mit alkoholischer Pikrinsiure und 





*) Vorliufige Mitteilung in den Verhandlungen der Physikal. Med. 
Gesellsch. zu Wiirzburg, 12. Juli 1928. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIII. 1 








2 D. Ackermann, O. Timpe und K, Poller, 


auch mit alkoholischem Quecksilberchlorid fallbar und lieB sich 
in Form ihres Chloraurates isolieren. Dieses neigt sehr zur O)- 
bildung und ist nur schwer zur Krystallisation zu bringen. — Spiter 
fand sich derselbe Kérper noch in dem mit Silber—Baryt nieder- 
zuschlagenden Anteil, doch machte auch hier die Isolierung 
Schwierigkeiten, bis in der Flaviansiiure ein geeignetes Fallungs- 
mittel fiir das Anserin gefunden wurde. Es stellte sich dann 
heraus, dab der Kérper auch ohne vorherige Reinigung des Extrakt- 
stofigemenges mit Tannin oder Bleiacetat direkt mit Flaviansiure, 
wenn auch mit Verlusten, gewonnen werden kann. Mit diesem 
Verfahren arbeiteten wir lingere Zeit, bis wir uns der Methodik 
erinnerten, welche Dietrich’) zur Isolierung des Carnosins aus- 
gearbeitet hat. Dieses besteht in einer Fiaillung des Extraktstoff- 
gemenges mit Quecksilbersulfat in schwefelsaurer Lésung und 
Athylalkohol. Nachdem sich noch herausgestellt hatte, daB der 
Athylalkohol in unserem Falle durch den zurzeit in Deutschland 
billigeren Methylalkohol ersetzt werden kann, gingen wir neuerdings 
nur noch folgendermaBen vor. 


Darstellung des Anserins. 


Der wiibrige Extrakt von 5 kg frischem, in der Maschine 
zerkleinertem Ginsefleisch wird auf einige Liter eingeengt und 
nun ohne jede vorherige Reinigung abwechselnd so lange mit einer 
10°/,igen Lésung von Quecksilbersulfat (Hydrargyrum sulfuricum 
neutrale) in 10°/,iger Schwefelsiiure einerseits und Methanol puriss. 
andererseits versetzt, bis statt des weiben flockigen Niederschlages 
nur der gelbgriine entsteht, der sich beim Zusammenbringen der 
schwefelsauren Quecksilbersulfatlésung mit Methylalkohol allein 
bildet. Was die ungefiihren Mengenverhiltnisse angeht, so sei 
angefiihrt, daB einmal fiir den etwa 10 Liter betragenden waBrigen 
Extrakt von 5 Ginsen 4,6 Liter schwefelsaure Quecksilbersulfat- 
lésung und 14 Liter Methylalkohol verwandt wurden. Bei starkerer 
Einengung des Extraktes kann man aber mit weniger Fiallungs- 
mittel auskommen. 

Der Niederschlag setzte sich nach volliger Ausfallung rasch 
ab und wurde nach dem Absaugen mit Methylalkohol gewaschen. 
Dann wurde er in Wasser fein verrieben und griindlich aufgekocht. 
UnterliBt man dies, so hat man bei der nun folgenden Zer- 
setzung mit Schwefelwasserstoff groBe Schwierigkeiten mit dem 
Abfiltrieren des Quecksilbersulfides. Das Filtrat wurde nun 
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durch Luftdurchsaugen vom Schwefelwasserstoff befreit, wobei 
das Schiumen mit einigen Tropfen Oktylalkohol verhindert werden 
konnte. Jetzt wurde so lange Bariumhydroxyd zugegeben, bis die 
Lésung nur noch ganz schwach sauer reagierte, das entstandene 
Bariumsulfat abfiltriert und die Flissigkeit auf etwa 3/, Liter 
eingeengt. Darauf wurde bei schwefelsaurer Reaktion eine 10 °/,ige 
Lésung von Quecksilbersulfat in 10°/,iger Schwefelsiure hinzu- 
gefiigt, solange noch etwas fiel, wihrend Methylalkoholzusatz 
unterblieb. Auf diese Weise lieB sich die Beseitigung von stérenden 
Beimengungen erreichen. Im Filtrat dieses auf dem Filter sehr 
zusammensinkenden Niederschlages wurde die Fiallung mit Methyl- 
alkohol und weiteren Mengen schwefelsaurer ()uecksilbersulfat- 
lésung wiederholt. Wie oben, beseitigten wir aus ibr das Queck- 
silber, den Schwefelwasserstoff und die Schwefelsiure, diese aller- 
dings mit besonderer Sorgfalt, indem wir dafir sorgten, dab weder 
Baryt noch Schwefelsiure in irgend nennenswerten Mengen in 
Lésung war. Jetzt wurde ziemlich stark eingeengt und die 
Fliissigkeit mit iiberschiissigem Kupfercarbonat gekocht, wobei 
das starke Schiumen wieder mit etwas Octylalkohol bekimpft 
wurde. Aus dem tiefdunkelblauen Filtrat des Kupfercarbonates 
schied sich besonders nach vorsichtigem Kinengen auf dem Wasser- 
bade das Anserinkupfer ab, dessen Verhalten besonders charak- 
teristisch ist. 


Anserinkupfer. 


Dieses tritt in zwei Modifikationen, einer ultramarinblauen 
und einer tiefrotlila gefarbten aut, die bisher keine sonstigen Unter- 
schiede erkennen lieben. Die erste Modifikation scheidet sich 
aus der wiBrigen Lésung des Anserinkupfers nach dem Kinengen 
aus und behilt ihre leuchtende blaue Farbe nach dem Abfiltrieren 
auf der Nutsche. Saugt man aber langere Zeit Luft durch, oder 
stellt man das Salz in den Exsiccator oder spritzt man etwas 
Alkohol darauf, so entsteht die rote Modifikation. Um eine Be- 
seitigung von Krystallwasser, wie man denken sollte, handelt es 
sich bei diesem Vorgang wohl nicht; denn es gelingt, die rote 
Modifikation aus heiBem, wasserfreiem Methylalkohol umzu- 
krystallisieren, wobei das Salz in die blaue Modifikation iiber- 
geht. Diese bleibt nun merkwiirdigerweise im Vakuum sogar 
beim Anwarmen blau. Ein weiterer Unterschied ist auch der, 
daB das rote Salz im Gegensatz zum blauen sogar in kochendem 
Wasser schwer loslich ist. Sehr merkwiirdig ist ferner folgende 

1* 
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Erscheinung. Kocht man eine konzentrierte waiBrige Lisung der 
blauen Modifikation lingere Zeit unter Umrithren, so scheidet 
sich ein T'eil in der roten Form ab, die man auch am freien 
Teil der Schalen beim Eindampfen der Anserinkupfersalz- 
lésungen oft auftreten sieht. Auch das spricht gegen Krystall- 
wasserwirkung. 

Die Analysen, die im Laufe der Zeit von den Kupfersalzen 
verschiedener Darstellungen gemacht wurden, gaben auffallend oft 
abweichende Werte. Insbesondere fielen die C-Werte zu hoch 
aus, so daB eine Formel fiir das Salz bisher nur vermutet werden 
kann. Zur Analyse wurde es bei 130° im Vakuum getrocknet. 


7,388 mg Substanz gaben 1,832 mg CuO. 


21,370 mg m » 5,270 mg CuO. 

23,560 mg . » 9,960 mg CuO. 

14,008 mg " » 2,148 cem N (748 mm, 18°). 

12,791 mg = » 1,690 cem N (747 mm, 17°). 

12,250 mg - » 1,903 ccm N (735mm, 18,5 °%: 

C,)H,.N,O,CuO (319,7) Ber. Cu 19,89 °/, N 17,53 °/, 
Gef. ,, 19,81 » 17,7 

gy 19,70 y 11,78 
- 5, 20,21 5, 17,60 


Bei 230—232° (u.) zersetzt sich die Substanz unter Aufschiumen. 


Die nachfolgende Arbeit von W. Linneweh, A. W. Keil und 
F. A. Hoppe-Seyler*) bringt den Beweis, daB das Anserin ein 
am Stickstoff des Imidazolringes monomethyliertes Carnosin ist. 
Erst nachdem sich dies herausgestellt hatte, konnte ein Vergleich 
zwischen den Kupfersalzen des Anserins und Carnosins fruchtbar 
sein. Die Kntdecker des Carnosins, Wl. Gulewitsch und 
S. Amiradzibi5) beschreiben das Carnosinkupfer eingehend und 
geben ihm die Formel C,H,,N,O,CuO, der die oben fiir das 
Anserin als wahrscheinlichste angefiihrte entspricht. Das zum 
Vergleich von uns hergestellte Carnosinkupfer hatte alle von den 
genannten Autoren geschilderten Kigenschaften. Mit dem Anserin- 
kupfer, wenigstens der roten Form, hat es die Schwerléslichkeit 
in heiBem Wasser gemeinsam, im iibrigen aber bestehen vielerlei 
Unterschiede. Erstens einmal zeigt das Carnosinkupfer niemals 
den Farbenumschlag in rotlila, wie das Anserinkupfer; ferner 
zersetzt es sich bei 220° im Gegensatz zum Anserinkupfer, dessen 
Zersetzungspunkt bei 230—232° liegt. Auch bestehen deutliche 
Unterschiede in der Léslichkeit in Methyl- und Athylalkohol. 
Methylalkohol lést, besonders in der Wiirme, beide Salze wesent- 
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lich stiirker als Athylalkohol.*) Dabei aber ist in beiden Alko- 
holen die Loslichkeit des Anserinkupfers wesentlich gréBer als 
die des Carnosinkupfers, so daB sich das Carnosinkupfer in 
Methylalkohol nur sehr wenig, in Athylalkohol so gut wie gar 
nicht mehr lést. Auch in Wasser lést sich Anserinkupfer mehr 
als Carnosinkupfer. 

Die Krystallform des Carnosinkupfers ist eingehend von 
Gulewitsch und Amiradzibi®) beschrieben. Meist sieht man 
sechsseitige Tafeln, die mit blaugefiirbten Cystinkrystallen am 
besten verglichen werden kénnen, wiihrend das Anserinkupfer ein 
ganz anderes Bild liefert. 

Der von Herrn Professor Dr. E. Christa liebenswiirdiger- 
welse durchgefiihrten Untersuchung eines aus Methylalkohol um- 
krystallisierten Priparates von Anserinkupfer verdanken wir folgende 
Feststellung: 

»Vie Substanz bildet diinne nadelférmige Prismen. LEigen- 
farbe ultramarinblau ohne Pleochroismus. Nur in ganz diinnen 
Nadelchen ist die Substanz farblos. Lichtbrechung wenig, aber 
merklich stirker als 1,15 (Becksche Linie), Doppelbrechung stark. 
Charakter der Hauptzone durchweg negativ. Nach Untersuchung 
im Drehtisch optisch einachsig bei negativem Charakter des 
Krystalls.“ 

Was die eigentiimliche rotlila Farbe angeht, welche das 
Anserinkupfer zeigen kann, so scheint etwas Ahnliches beim 
Kupfersalz des Oxyprolins vorzuliegen. Wenigstens beschrieben 
H. Leuchs, M. Gina und F. J. Brewster®) hiervon ein himmel- 
blaues, leicht lésliches und ein violettes, schwer lisliches Salz; 
doch spielt hier Krystallwasser anscheinend eine Rolle. 


Freies Anserin. 


Dies gewinnt man am besten aus dem Kupfersalz. Bevor 
man es aber mit Schwefelwasserstoff zersetzt, ist es zweckmiBig, 
bei schwach schwefelsaurer Reaktion eine vollige Lésung in der 
Wirme durchzufiihren, da ohne Schwefelsiure die Ausscheidung 
des Kupfersulfides teilweise kolloidal erfolgt und man Schwierig- 
keiten mit seiner Beseitigung bekommt. Das schwefelsaure Filtrat 
des Kupfersulfides muB nun nach Beseitigung des Schwefelwasser- 


*)Anmerkung: Eigenartig ist folgendes Verhalten: Lost man trocknes 
Anserinkupfer in heiBem Athylalkohol und engt etwas ein, so erstarrt nach 
einiger Zeit das Ganze zu einer blauen Gallerte. 
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stoffes mit durchgeleiteter Luft sehr sorgfaltig mit Baryt so weit 
versetzt werden, daB nur eine geringe Spur Schwefelsiure darin 
bleibt. Nur auf diese Weise kann man sicher sein, daB die freie 
Base spiiter nicht Spuren barythaltiger Asche aufweist. Man 
dampft dann das jetzt alkalisch reagierende Filtrat des Barium- 
sulfates zum diinnen Sirup ein. Nach einiger Zeit krystallisiert 
das freie Anserin in Nadeln aus, die in Form charakteristischer 
kreisformiger Aggregate aneinandergelagert sind (vgl. Taf. J, 
Fig. 2 und 3). 

Das Anserin ist leicht léslich in Wasser, sehr schwer in 
absolutem Alkohol, besser in Methylalkohol. Methanol eignet 
sich in verdiinntem Zustand zur Abscheidung der freien Base 
besonders gut, so daB man durch Verreiben eines waBrigen Krystall- 
breies von Anserin mit Methylalkohol ein schneeweifes, sehr 
handliches Pulver erhalt. Schmelzp. 238—239°, 

Es wurde bei 130° im Vakuum getrocknet. 

0,1138 g Substanz gaben 0,2087 g CO, und 0,0703 g H,0. 


0,0873 ¢ ‘ »  0,1609g CO, ,, 0,0535 g H,O. 
0,1129 g - » 90,2081 g CO, ,, 0,0687 g H,O. 
4,438 mg rm » 0,893 cem N (755 mm, 18°). 
6,687 mg -" », 1,846 cem N (745 mm, 15°). 
6,330 mg - » 1,279 cem N (745 mm, 19°). 
7,855 mg - » 1,588 cem N (745 mm, 19°). 
C,,H,,.N,O, (240,2) Ber. C 49,98°, H 6,72%  N 23,34, 
Gef. ,, 50,03 » 6,91 23,45 
» yy_-B0,30 9 6,86 » 23,39 
gy 00,27 , 6,81 yy 23,15 
" we wi y 23,16 


Molekulargewichtsbestimmungen. 


0,2991 g Substanz gaben in 20 ccm Wasser eine Gefrierpunktserniedrigung 
von 0,120°. 
0,2907 g Substanz gaben in 20 cem Wasser eine Gefrierpunktserniedrigung 
von 0,120°. 
Molekulargewicht Ber. 240,2 Gef. 231; 224. 


Spezifische Drehung. 


Kine waBrige Lisung der Substanz zeigte bei c = 10,255 °/,, ¢ = 16° 
und / = 200 mm, « =+ 2,31°, also war 


[u}},° = + 11,26°. 


Bei Priiparaten verschiedener Herkunft wurden unter den gleichen 
Bedingungen noch die Werte [a@]},° =+ 11,16° und +11,20° gefunden. 
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Anserinnitrat. 


Dies laBt sich durch Einengen einer bis zur schwach lackmus- 
sauren Reaktion mit Salpetersiure versetzten Anserinlisung ge- 
winnen. Ks krystallisiert in schénen Nadeln und liBt sich aus 
konzentrierter wiBriger Losung durch Methylalkohol bequem zur 
Abscheidung bringen. Schmelzp. 216—218° (u.) unter Aufschiumen. 
Es wurde bei 100° im Vakuum getrocknet. 


0,1026 g Substanz gaben 0,1483 g CO, und 0,0540 g H,0. 


10,562 mg __séez, » 2,097 cem N (745 mm, 16°). 
12,283 mgs, 5 2,440 cem N (745 mm, 16%). 
C,oH,,.N,O,;* HNO, (303,2) Ber. C 39,58°/, H 5,65°, N 23,10°/, 
Gef. ,, 39,42 » 5,89 » 22,99 
ts nas . 23,01 


” 


Anserinchloroplatinat 


wird gewonnen durch Fillung einer Lésung von Anserin in méglichst 
wenig starker Salzsiure mit alkoholischer Platinchloridchlorwasser- 
stofflésung. Das anfangs sich bildende Ol erstarrt bald zu krystal- 
linischen Krusten. Es wurde bei 100° im Vakuum getrocknet. 


11,254 mg Substanz gaben 7,661 mg CO, und 2,448 mg H,0. 


27,100 mg - 5, 2,022 cem N (751 mm, 18°). 
14,150 mg “ » 1,030 cem N (751 mm, 18°). 
11,155 mg - » 38,345 mg Pt. 
C,oH,,N,O,H,PtCl, (650,1) 
Ber. C 18,46 °/, Hi 2,79 °/, N 8,62 °%, Pt 30,03 °/, 
Gef. ,, 18,58 » 2,44 » 8,65 » 29,99 
— — », 3,44 — 


” 


Zersetzungsp. 215—220° unter Aufblahen und Schwirzung. 


Anserinchloraurat. 


Gibt man zu einer moglichst konzentrierten Lésung von Anserin 
in starker Salzsiure 30 °/,ige wiBrige Goldchloridchlorwasserstoff- 
lésung, so bildet sich ein Ol, das langsam krystallinisch wird 
und schlieBlich nach dem Umkrystallisieren in Form weicher 
Nadelaggregate zu erhalten ist. Zur Identifizierung ist das 
Chloraurat wenig geeignet, da es in Wasser und verdiinnter Salz- 
siure aiuBerst leicht ldslich ist. Die Goldwerte blieben trotz 
mehrfachen Umkrystallisierens etwas zu tief, da die Fillung in 
einem nicht vorher gereinigten Anserinpriiparat erfolgt war und 
ihr offenbar eine Verunreinigung hartnickig anhaftete, die sich 
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naturgemiB beim Goldwert am deutlichsten geltend machte. Zur 
Analyse wurde die Substanz bei 78° im Vakuum getrocknet. 


0,1005 g Substanz gaben 0,0483 g CO, und 0,0178 g H,0. 


0,1064 g ” »  0,0506¢ CO, ,, 0,0140 ¢g H,0. 
20,386 mg - » 1,150 ecem N (739 mm, 22,5°). 
21,024 mg m » 1,197 ccm N (739 mm, 22,5°). 

6,916 mg __,, » 2,912 mg Au. 

9,239 mg C5; » 8,904 meg Au. 

C,,H,,N,O,2 HAuCl, (920,3) 

Ber. C 13,04 °%, = in7*), N 6,09 °/, Au 42,68 °/, 
Gef. ,, 13,10 » 1,98 6,34 , 42,11 

gy yy 1,47 », 6,40 » 42,26 


Schmelzpunkt sehr unscharf, etwa 90—95°. 


Anserinmonopikrat 


wird durch Fillung mit alkoholischer Pikrinsiurelésung gewonnen. 
Auch dieses Salz neigt zur Olbildung. Es gelingt aber durch 
Behandeln mit wenig Wasser, etwas Aceton und viel Alkohol 
unter Reiben ein analysierbares Pulver zu gewinnen. Die Substanz 
wurde bei 100° im Vakuum getrocknet. 


9,618 mg Substanz gaben 14,256 mg CO, und 3,353 mg H,0. 


0,1009 ¢ ™ »  0,1535 g CO, » 0,0315 g H,O. 
11,130 mg - » 1,955 cem N (756 mm, 16°). 
12,534 mg " ., 2,244 ecm N (756 mm, 16°). 
C,oH,gN,03C,H,N,O, (469,2) 
Ber. C 40,92 °/, H 4,08 °/, N 20,90 °/, 
Gef. ,, 40,45 », 3,90 » 20,64 
» 97: 40,96 yy 3,49 yy 21,04 


Zersetzung unter Aufschiumen bei 205—208° (u.). 


Fallungsreaktionen des Anserins. 


Phosphorwolframsiure: Fillung. 

Alkoholische Quecksilberchloridlésung: Fallung. 

WiBrige Quecksilberchloridlésung: unvollstandige Fallung. 

WiBbrige Quecksilbernitratlésung: Fiallung. 

Hopkins Reagenz + Methyl- oder Athylalkohol: Fallung. 

WiBrige Pikrolonsiurelésung: Nach langer Zeit spirliche 
Triibung. 

Gerbsaurelésung: Fillung bei nicht saurer Reaktion. 

Ammoniakalische Silberlésung: schwache Triibung. 
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Flaviansiurelésung: Nach langerem Stehen Fillung. 
Alkoholische Pikrinsiiurelésung: Fillung, zuerst dlig. 
Dragendorffs Reagenz: Fallung in Form Oéliger Trépfchen. 


Farbenreaktionen des Anserins. 


Was die Farbenreaktionen des Anserins angeht, so bedarf 
die Paulysche Reaktion mit Diazobenzolsulfosiure hier einer 
besonderen Erwihnung. Es haftet nimlich mit groBer Hart- 
nackigkeit dem Anserin eine Substanz an, welche diese Probe 
intensiv gibt, und es gelingt nur iiufBerst schwer, durch Uber- 
fihrung des Anserins in verschiedene Salze und wiederholtes 
Umkrystallisieren, die Diazoreaktion zum Verschwinden zu bringen. 
Kinfaches Umkrystallisieren der freien Base aus Wasser oder ver- 
diinntem Methylalkohol fiihrt dabei meist nicht zum Ziele, wenigstens 
nur unter groBen Verlusten. Dies erinnert an das Verhalten des 
Kreatins aus Fleischextrakt, das nach Reinwein’) auch eine die 
Diazoreaktion gebende Verunreinigung auBerordentlich zihe fest- 
hilt. Im Falle des Anserins liegt es natiirlich nahe, an eine 
Beimischung von Carnosin zu denken, das ja in den meisten bisher 
darauf untersuchten Wirbeltiermuskeln nachgewiesen werden konnte. 
Unsere Bemiihungen, das Carnosin aus der Vogelmuskulatur rein 
darzustellen, sind aber bisher erfolglos geblieben; doch soll damit 
die Méglichkeit seines Vorkommens im Vogelmuskel noch nicht in 
Abrede gestellt werden. 

Es fallen negativ aus: die Paulysche Diazoreaktion, die 
Millonsche Probe, die Hopkinssche Probe mit Glyoxylsiure 
und konzentrierte Schwefelsiure, die Sakaguchische Probe, 
die Knoopsche Bromprobe, die Biuretprobe und die Murexid- 
probe. Die Ninhydrinreaktion fiallt positiv aus. 

Uber die Mengenverhiiltnisse lassen sich bisher nur un- 
gefahre Angaben machen. Wir konnten einmal aus 5,7 kg frischer 
Gansemuskulatur 8,4 g Anserinkupfer gewinnen, was einem Ge- 
halt von 0,12°/, freiem Anserin entsprechen wiirde. 

In anderen Organen (Leber, Magen, Herz) lieB sich bisher 
kein Anserin nachweisen. 


Die vorliegende Untersuchung verursachte auBergewohnliche 
Kosten und hitte ohne Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft kaum durchgefiihrt werden kénnen, was 
wir besonders dankbar zum Ausdruck bringen miéchten. 
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Die Konstitution des Anserins. 
Von 
W. Linneweh, A. W. Keil und F. A. Hoppe-Seyler. 
Mit 2 Figuren auf Tafel II. 


a 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 


(Der Kedaktion zugegangen am 5. April 1929.) 


In der vorstehenden Mitteilung haben D. Ackermann, 
O. Timpe und Kk. Poller’) eine bisher unbekannte Substanz be- 
schrieben, die sie aus der Muskulatur der Gans isolierten und 
als Anserin bezeichneten. Ihre Formel C,,H,,N,O, ist durch 
Analyse des freien Kérpers und mehrerer Salze festgelegt. Sie 
ist rechtsdrehend, gibt, abgesehen von der Ninhydrinprobe, keine 
der meist angewandten Farbenreaktionen und lift sich mit einer 
Reihe bekannter Alkaloidfallungsmittel niederschlagen. Ihre wiaBrige 
Lésung reagiert alkalisch. 

Hinsichtlich ihrer Konstitution lieB sich von vornherein aus 
der Tatsache, daB das Anserin ein Kupfersalz bildet, auf das 
Vorhandensein einer Carboxylgruppe schlieBen. Diese wurde noch 
weiter durch die Uberfiihrung des Anserins in den Athylester 
gesichert, der als Chloroplatinat zur Analyse kam und eine Athyl- 
gruppe enthielt. Die Untersuchung mit Hilfe der van Slykeschen 
Methode ergab eine Aminogruppe. Weiter lieB sich das Vor- 
handensein einer (N-)CH,-Gruppe erweisen. Kine aliphatische 
Doppelbindung konnte durch das Ausbleiben der Entfarbung von 
Permanganatlésung ausgeschlossen werden. 

Es wurden nun Versuche eines Abbaus durchgefiihrt, aber 
weder QOxydation mit Chromsiure, Chlorwasser, Permanganat, 
Salpetersiure, Wasserstoffsuperoxyd noch Reduktion mit Jodwasser- 
stoff fiihrten zu greifbaren Ergebnissen. Auch durch trocknes 
Krhitzen kamen wir nicht zum Ziele. Erschwerend war hierbei 
auch immer die Kostbarkeit des Materials. 
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SchlieBlich wurde in derselben Weise vorgegangen, wie es 
Jowett’) beim Abbau des Pilocarpins tat; es wurde nimlich 
die mit Natronkalk vermischte Substanz im Wasserstoffstrom 
destilliert. Auf diese Weise gelang die Abspaltung einer Base, 
die sich als a-(8-)N-Dimethylimidazol identifizieren lie. Damit 
war nicht nar ein Imidazolring, sondern auch der Ort der schon 
friiher ermittelten (N-)CH,-Gruppe festgelegt. AuBerdem wurde 
es wahrscheinlich, daB die Verbindung mit dem Rest des Molekiils 
durch das C-Atom der am @- (bzw. f-) Kohlenstoffatom des Imid- 
azolringes stehenden CH,-Gruppe vermittelt war. 

Schon bevor dieser Abbau gelang, war vermutet worden, 
daB dus Anserin, dessen Formel sich nur durch ein Mehr von 
CH, von der des Carnosins unterscheidet, ein einfach methy- 
liertes Carnosin sei; und das Fehlen der Paulyschen Diazo- 
reaktion beim Anserin legte schon damals den Gedanken nahe, 
daB diese Methylgruppe fiir den Wasserstoff der Imidogruppe des 
Imidazols eingetreten sei (H. Fischer’). Auch die Ahnlichkeit 
zwischen Anserin und Carnosin verschiedenen Fiallungsmitteln 
gegeniiber machten die Auffassung des Anserins als Monomethyl- 
carnosin wahrscheinlich. Als nun schlieBlich die Abspaltung eines 
methylierten Imidazolringes aus dem Anserin auf dem geschilderten 
Wege gelang, war ein weiteres, wesentliches Beweisstiick fir die 
Richtigkeit der vermuteten Formel erbracht. Immerhin war noch 
Auskunft zu geben iiber den Rest des Molekiils, der nach Abzug 
des methylierten Imidazols, der Aminogruppe und der Carboxyl- 
gruppe verblieb. ' 

Gulewitsch*) gelang es seinerzeit, durch Erhitzen von 
Carnosin unter Druck d,l-Histidin abzuspalten und spiater ) auf 
dem gleichen Wege den Rest des Carnosinmolekils als f-Alanin 
zu identifizieren, nachdem schon vorher Rk. Engeland®) das f-Alanin 
als Bestandteil des Rinderfleischextraktes gefunden hatte. Hier- 
mit war damals die Konstitution des Carnosins aufgeklart, ab- 
gesehen von der Frage, in welcher Reihenfolge die beiden Spreng- 
stiicke miteinander verkuppelt waren. Uber den letzten Punkt 
brachten fast gleichzeitig die Untersuchungen von Barger und 
Tutin’) sowie von Baumann .und Ingvaldsen®) AufschluB. 
Diese zeigten, daB im Carnosin ein /-Alanyl-histidin vorliege und 
beschrieben auch Synthesen fiir den Kérper. Wir hofften daher 
naturgemiiB sehr bald, auf dem Wege der Barytspaltung des 
Anserins AufschluB iiber seine Konstitution zu erhalten, kamen 
aber nicht zu reinen Produkten, weil uns nicht geniigend Anserin 
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zur Verfiigung stand. Wie in der vorangehenden Mitteilung 
ausgefiihrt wurde, ist ja die Reinigung des Anserins von der 
die Diazoreaktion gebenden Substanz mit erheblichen Verlusten 
verkniipft. Erst als das Darstellungsverfahren in der angegebenen 
Weise vervollkommnet war, stand uns so viel reines Anserin zur 
Verfiigung, daB eine neue Barytspaltung mit einer gréBeren Menge 
(5,3 g) Anserin durchgefiihrt werden konnte. Nun gelang auch 
die Isolierung des erwarteten d,l-Methylhistidins respektive der 
a-Amino-f-(N-Methy]-4(5)-Imidazolyl)proprionsiure in Form der 
freien Base nach Reinigung iiber das Pikrolonat, sowie die 
Isolierung des /-Alanins nach Neuberg und Manasse’) als 
a-Naphthylisocyanatverbindung, wie dies seinerzeit schon von Gule- 
witsch (a.a.O.) beim Carnosin durchgefiihrt war. Der als Methyl- 
histidin angesprochene K6rper gab nicht nur die erwarteten Analysen- 
zahlen, sondern es lieB sich hier auch eine am Stickstoff stehende 
CH,-Gruppe abspalten. Die Diazoreaktion fehlte hier naturgemaB 
ebenso wie beim Anserin selbst. Uber die Reihenfolge, in der 
die Sprengstiicke — -Alanin und Methylhistidin — im Anserin 
angeordnet sind, ist noch nichts zu sagen. Immerhin ist es nach 
Analogie mit dem Carnosin in hohem Mafe wahrscheinlich, dab 
die Carboxylgruppe des f-Alanins an die Aminogruppe des Methyl- 
histidins getreten ist. Eine Untersuchung nach dieser Richtung 
behalten wir uns vor, ebenso wie die Priifung des biologischen 
Verhaltens des Anserins. 


Experimenteller Teil. 


Anserinathylester. 


In eine Aufschwemmung von Anserin in absolutem Athy]l- 
alkohol wird trockener Chlorwasserstoff bis zur Sittigung ein- 
geleitet. Nach einiger Zeit ist véllige Lésung eingetreten. Ohne 
einzudampfen wird jetzt mit alkoholischer Platinchloridchlorwasser- 
stofflésung gefillt, der Niederschlag abgesaugt und zweimal durch 
Auflésen in kaltem Wasser und Wiederausfillen mit Athylalkohol 
gereinigt. Er wurde bei 100° im Vakuum getrocknet. 

19,204 mg Substanz verbrauchten 6,76 "/,.-Ba(OH), fiir CO, und 6,78 cem 
"/;9-Ba(OH), fiir HCl aus H (Meth. Lindner"). 

12,870 mg Substanz gaben 0,936 cem N (746mm, 16°). 


12,185 ,, - » 0,887 , ,, (746mm, 16°). 
11,180 ,, ~ »  3,230mg Pt. 
8,160 ,, " » 2,880 ,, AgJ fiir (O-)Alkyl 


und 3,020 ,, AgJ fiir (N-)Alkyl 
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C,,H,,N,O,C,H,H,PtCl, (678,2) 
Ber. C 21,24°/, H 3,279/, N 8,26°/, Pt 28,79°/, (N-)CH, 2,22°/, (O-)C,H, 4,28 
Gef. 21,13 3,56 8,43 28,89 2,37 4,37 
in i 8,44 on al ae 
Schmelzp, 225-—230° (u.) 
Aminogruppe im freien Anserin. 
Methode nach van Slyke: 
30,08 mg Substanz gaben 3,12 cem N (747mm, 18°). 


20,05 ,, i. » 2,06 , ,, (746mm, 17°). 
(,,Hj,N,O, (240,2) Ber. N, 23,34°/, N, 17,49°/, Ny 11,66°/, N5,83°/, 
<= ie oo 5,98 5,94 


Methylimidgruppe im freien Anserin. 


11,130 mg Substanz gaben 11,890 mg Agu. 
12,700 ,, » 12,430 ,, AgJ. 


C,oH, NOs (240,2) Ber. (N-)CH, 6,25°/, Gef. (N-)CH, 6,83 6,26 


Destillation von Anserin im Wasserstoffstrom tber Natronkalk. 
«(8)-N-Dimethylimidazol. 

0,5 g¢ Anserin wurden mit 10g Natronkalk gut verrieben und 
in einem Mikro-Dumasrohr im Wasserstoffstrom vorsichtig erhitzt. 
Die Dimpfe, die sich teilweise als Ol an den kiilteren Teilen der 
Réhre niederschlugen, wurden in Salzséure aufgefangen. Nach 
Beendigung der Destillation dampften wir den Inhalt der Vorlage 
ein und trennten das entstandene Ammoniumchlorid durch Auf- 
nehmen mit Athylalkohol ab. Dann wurde die alkoholische Liésung 
mit Tierkohle entfarbt und aus méglichst kleinem Volumen mit 
Goldchloridchlorwasserstoffsiure gefallt. Beim Umkrystallisieren 
des Niederschlags aus verdiinnter Salzsiiure blieb ein Ol zuriick, 
von dem abgetrennt wurde. Aus der klaren Fliissigkeit krystal- 
lisierte ein schwer lésliches Chloraurat aus. In einem anderen 
Versuch wurde mit Vorteil noch eine Fiallung mit Platinchlorid- 
chlorwasserstoff vorgenommen und aus dem in Wasser léslichen 
Teil dieses Niederschlages das Chlorhydrat gewonnen, das nun 
mit Goldchloridchlorwasserstoff gut ausgebildete gelbe Nadeln 
lieferte. Das Chloraurat wurde im Vakuum iiber Schwefelsdure 
bei Zimmertemperatur getrocknet. 


10,058 mg Substanz gaben 5,044 mg CO, und 1,969 mg H,0O. 
11,410 ,, m .  0,649eem N (743 mm, 21°). 
5,630 mg AgJ fiir (N-)Alkyl. 


10,555 ,, - se 
13,415 ,, “ 7" 6,090 ,, Au. 
8,080 ,, ‘“ 3,630 . ¥6 


10,058 ., " », 4,557 ,, 
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C,;H,N,HAuCl, (436,1) 
Ber. C 13,76°/y H 2,08°/, N 6,43°/, Au 45,22°), (N-)CH, 3,44°/, 
Gef. 13,68 2,19 6,45 45,40 44,93 45,30 3,41 
Die Schmelzpunkte der im iibrigen identischen Chloraurate 
zweier verschiedener Destillationsversuche lagen in dem einen 
Falle, wo vorher eine Reinigung iiber das Chloroplatinat erfolgt 
war, bei 220—225°, im anderen, bei dem gleich mit Goldchlorid- 
chlorwasserstoff gefaillt wurde, bei 200—210°. Jowett (a. a. O. 
S. 465) gibt fiir «f)-N-Dimethylimidazolchloraurat an, daB es 
Nadeln bilde, deren Schmelzpunkt zunichst bei 176° liege, nach 
Trocknen iiber Schwefelsiure aber auf 214—215° steige. Das 
aus einem Chloraurat dargestellte Hydrochlorid gab keine Rot- 
firbung mit Diazobenzolsulfosiure, wie bei der Ersetzung des 
Imidwasserstoffatomes durch Methyl nicht anders erwartet werden 
durfte. Hiernach und vor allem auch in Anbetracht des Nach- 
weises einer (N-)CH,-Gruppe konnte kein Zweifel sein, daB aus 
dem Anserin «()-N-Dimethylimidazol abgespalten war. 


Barytspaltung des Anserins. 
d,1-Methylhistidin. 


In Anlehnung an Gulewitsch (a. a. O.) wurde folgender- 
maBen vorgegangen. Je 2,6 g freies Anserin wurden mit 20 g 
gepulvertem Bariumhydroxyd und 30 ccm Wasser in zwei zu- 
geschmolzenen Rohren 6 Stunden auf 140° erhitzt. Nach dem 
Erkalten wurde der Rohrinhalt durch Kohlensiure vom Baryt 
befreit und auf ein kleines Volumen eingeengt, wobei etwas 
Ammoniak entwich. Es folgte eine Phosphorwolframsiurefillung 
bei schwefelsaurer Reaktion. Die aus der Phosphorwolframfallung 
in bekannter Weise mit Baryt frei gemachte Base krystallisierte 
bereits; doch wurde sie zur weiteren Reinigung mit viel waBriger 
Pikrolonsiure gefallt. Nachdem am anderen Tage das Pikrolonat 
abgesaugt und mit Schwefelsiure, Ather und Baryt wieder in eine 
Lésung der freien Base verwandelt war, kam diese beim Einengen 
in schénen, glitzernden Krystallen heraus. Sie war optisch inaktiv 
und erwies sich als d,l-¢-Amino-/-(N-Methyl-4(5)-Imidazolyl)propion- 
siure (d,l-Methylhistidin). Die Racemisierung war eine Folge der 
Baryteinwirkung. 

Zur Analyse wurde bei 100° im Vakuum getrocknet. 


0,1072 g Substanz gaben 0,1954 g CO, und 0,0614 g H,O. 
9,719 mg Substanz gaben 2,048 ccm N (748 mm 20°). 
11,500 ,, - » 2,362 , 4 (751 mm, 18,5°%). 
11,030 ., ‘ 14,495 mg AgJ [(N-) Alkyl]. 
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C,H,,N,0, (169,1). 
Ber. C 49,69°/, H 656°, N 24,85°/, (N-)CH, 8,88°/,. 
Gef. ,, 49,71 » 6,41 » 24,16, 24,18 » ee 
Die Substanz zersetzt sich bei 248—252° unter Aufschiiumen. Der etwas 
zu niedrige Stickstoff wird verstindlich aus Kontrollanalysen von freiem 
Histidin. Auch hier fanden wir bei Benutzung der gleichen Apparatur (die 
bei anderen Substanzen gute Werte lieferte) entsprechend weniger Stickstoff. 


d,l-Methylhistidinnitrat. 


Eine Lésung von Methylhistidin wurde bis zur schwach 
kongosauren Reaktion mit Salpetersiiure versetzt und bei gelinder 
Temperatur eingeengt. 

Das so gewonnene Nitrat wurde bei 100° im Vakuum ge- 
trocknet. Er bildet mikroskopisch kleine Plattchen. 

8,300 mg Substanz gaben 1,754 cem N (751 mm 17,5°). 

9,507 ,, . » 1,911 ,,  ,, (751 mm 17,5%). 

C,H,,N;0,2 HNO, (295,1). Ber. N 23,73°,. 

Gef. ,, 23,60, 28,34°/,. 

Zersetzung bei 144—146° (u.) unter Aufschiumen. 


Daf die eine oben nachgewiesene Methylgruppe dieses Methyl- 
histidins am Stickstoff des Imidazolringes steht, war schon aus 
dem Auftreten des «(f)-N-Dimethylimidazols bei der Destillation 
des Anserins iiber Natronkalk im Wasserstoffstrom zu schlieBen. 
Weiterhin aber ergab sich dieses jetzt aus dem Ausbleiben der 
Paulyschen Diazoreaktion. — Das auf diese Weise dargestellte 
Methylhistidin gibt im Gegensatz zum Histidin nicht die Biuret- 
probe in der Wirme"™), wohl aber die Knoopsche!*) Bromprobe; 
allerdings mit einem mehr dunkelroten Farbton, dem die Bei- 
mischung des beim Histidin beobachteten bliulichen fehlt. Auch 
die Ninhydrinreaktion fallt mit Methylhistidin positiv aus. Ebenso 
wie freies Histidin lést auch freies Methylhistidin in der Hitze 
Kupfercarbonat unter Blaufirbung auf. 


A-Alanin. 


Das Filtrat der Phosphorwolframfallung der Anserinbaryt- 
spaltung wurde mit Baryt von der Phosphorwolframsaure und 
Schwefelsiiure befreit. Beim Einengen blieben anorganische Verun- 
reinigungen, aus dem Glase der Kinschmelzréhren stammend, in 
nicht unerheblicher Menge zuriick. Diese konnten durch Methyl- 
alkohol zum gréBten Teil beseitigt werden. Jetzt wurde der 
organische Riickstand nach Neuberg und Manasse’) mit 20 ccm 
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Wasser, 5ccm n-NaOH und 1 ccm @-Naphthylisocyanat geschiittelt, 
nach 2 Stunden von einem geringen Niederschlag abfiltriert und 
im Filtrat durch vorsichtiges Ansiiuern mit HC! die Naphthyl- 
isocyanatverbindung des f-Alanins abgeschieden. Diese war noch 
etwas gefarbt und muBte deshalb nach Absaugen in iithylalkoholischer 
Lésung mit Tierkohle entfirbt werden. Jetzt lieB sie sich durch 
Zugabe einer erheblichen Menge Wasser in Form charakteristischer 
mikroskopisch-kleiner Krystalle abscheiden, die denen eines anderen 
Praparates véllig glichen, das wir aus synthetischem #-Alanin 
herstellten (vgl. Taf. II, Figg. 1 u.2). Sie wurden bei 100° im 
Vakuum getrocknet. 

6,710 mg Substanz gaben 0,620 eem N (759 mm 19°). 

7,150 ,, “ » 0,652 , 5, (759 mm 19°). 

C,,H,,N,O; (258,1). Ber. N 10,9°/,. 
ef. ,, 10,79, 10,64). 

Die Substanz schmilzt unter Zersetzung bei 230—232°, wie 
das synthetisch zum Vergleich hergestellte Praparat. Das entspricht 
auch der Angabe von Gulewitsch. Wie dieser, konnten wir 
ferner beobachten, daB die Substanz, in einen bereits vor- 
gewarmten Kupferblock gebracht, bei weiterem Erwiirmen auf- 
schiumt (in unserem Falle bei 203°) und ein festes Zersetzungs- 
produkt zuriickbleibt, das bei 230—232° eine triibe Fliissigkeit 
bildet. Somit kann also an der Bildung von f-Alanin bei der 
Barytspaltung des Anserins kein Zweifel sein. 

Mit der Auffindung des Anserins 

HC—C—CH,-CH-COOH 


| | | 
CH,N N NH 


f 


J | 
CH OC. CH, -CH,-NH, 


in der Muskulatur der Végel ist die Zahl der am Stickstoff 
methylierten Extraktstoffe wiederum um eine bereichert. Wiihrend 
solche bei den Avertebraten wie in der Pflanzenwelt ja sehr 
verbreitet sind, fand man sie beim Wirbeltier bisher nur in 
geringer Zahl. 

Eine gewisse Analogie lift sich zwischen Kreatinin und 
Anserin erkennen. Beide miissen wohl auf das HMiweiBmolekiil 
zurickgefiihrt werden; wihrend aber das Kreatinin ein methyliertes 
Abbauprodukt des Arginins vorstellt, haben wir es beim Anserin 
mit einem methylierten Kuppelungspropukt des Histidins zu tun. 
Man gewinnt den Hindruck, als ob Substanzen, deren weiterer 


”) 
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Abbau in den (Geweben auf Schwierigkeiten stéBt, gern einer 


Methylierung unterzogen werden. 
Schlieblich laiBt sich eine gewisse Verwandtschaft im Auf- 


bau des Kreatinins und des aus Anserin abspaltbaren Methyl- 
histidins erkennen. 


H,C—C=0 HCO=C—CH,—CH-COOH 
| | | | | 
CH,N NH CH,N N NH, 
F 
C C 
| | 
NH H 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir Beihilfen zur vorliegenden Untersuchung unsern ergebensten 


Dank aus. 
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Die Fraktionierung der wasserlislichen EiweiBkérper 
des Blutserums. 


Von 


Stefan Goldschmidt und Herbert Kahn. 


(Aus dem org. Laboratorium des chem, Instituts der technischen Hochschule Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 1929.) 


Tierisches und menschliches Blutserum enthalt als wesent- 
liche EKiweiBstoffe die Globuline und das sogenannte Blutalbumin. 
Die Globuline lassen sich durch Elektrodialyse sowie durch Halb- 
sittigung des Blutserums mit Ammonsulfat ausfillen, dagegen 
wird das Albumin erst bei Ganzsiittigung des Serums vdllig aus- 
gesalzen. Der eine von uns!) konnte nachweisen, da bei be- 
stimmten pathologischen Zustinden: Schwangerschaft, Eiweib- 
hunger, Leberinsufticienz und vor allem bei bésartigen Ge- 
schwiilsten, im Blutserum eine sehr erhebliche Verminderung 
des nur bei sehr hoher Ammonsulfatkonzentration aussalzbaren 
Albuminanteils eintritt. Dieser wurde zunichst dadurch charak- 
terisiert, daB er nach Antrocknen des Blutserums auf einem 
Filterblittchen noch in 37,15 °/,iger Ammonsulfatlésung bei 26° 
lishch ist.2) Diese Beobachtung fiihrte zu einer differential- 
diagnostisch brauchbaren Methode zur Erkennung bésartiger Ge- 
schwiilste (Kahn).*) — Die neue Albuminfraktion (Albumin A), 
deren Zugehoérigkeit zu den Albuminen zuniichst nur aus ihrer 
Aussalzbarkeit durch Ammonsulfat, ihrer Wasserlislichkeit und 
ihrer Koagulation durch Hitze geschlossen wurde, erscheint dem- 


1) Kahn, Klin. Woch. 1924, Nr. 21; 1925, Nr. 4/5; Zs. f. d. ges, exp. 
Med. u. Kinderhlk. Bd. 27, S. 365 (1925). 

?) Kahn, Klin. Woch. 1927, Nr. 10. 

3) Diese wurde inzwischen durch zahlreiche Nachuntersuchungen be- 
stiitigt: Frégonneau, Arch. f. Verdkrankh. Bd. 39, H. 5/6; Klin. Woch. 
1927, Nr. 10; Tinozzi, Zs. f. Krebsforsch. Bd. 24, H. 5 (1927); Nelken 
u.Glicksmann, Klin. Woch. 1925, Nr. 29; Scarpello, Clinica chirurgica 
Bd. 30 (1927) u. a. 
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nach biologisch von besonderer Bedeutung. Diese kommt be- 
sonders darin zum Ausdruck, daB bei starkem (embryonalem oder 
malignem) Wachstum eine sehr erhebliche Verminderung dieser 
Albuminfraktion eintritt.?) 

Diese Untersuchungen (K.), wie auch Uberlegungen allgemeiner 
Art (G.) fiihrten zu der schon 6fter diskutierten Fragestellung, 
ob Kiweibstotfe, die durch bestimmte Reaktionen gekennzeichnet 
sind, wie z. B. die Albumine, von einheitlicher Natur sind. Wir 
haben uns daher miteinander vereinigt, um diese Frage am Blut- 
albumin zu priifen. Wir verstehen dabei unter Blutalbumin die 
Gesamtheit aller Serumproteinfraktionen, deren Aussalzungsgrenze 
zwischen Halb- und Ganzsiittigung des Serums mit Ammonsulfat 
liegt und die in elektrolytfreiem Wasser léslich sind. 


Tabelle I. 


Fiillungsgrenzen der Fraktionen des Serumalbumins aus Rinderblut. 





Fillung bei Elektrodialysierte Lésung 
Fraktion Ammonsulfatgehalt Fiallung | Wiederauflisung 
des Serums in °/,*) in °/, Ammonsulfat 
I 29—33 33 | 30 
I] 33—36 35,6 | 34 3) 
IT] 37—41 39 | 37 








') Diese Albuminfraktion wurde im Blut siimtlicher bisher darauf 
untersuchter Warmbliiter gefunden und zwar im Blut von Pferden, Rindern, 
tlunden, Kaninchen, Meerschweinchen, Ratten, Miusen und Hiihnern. Ferner 
konnte nachgewiesen werden, daB bei tumorkranken Tieren sie ebenso wie 
beim tumorkranken Menschen stark vermindert ist. Bisher wurde dies 
untersucht bei Miusen mit Impfcarcinomen, bei Kaninchen mit Teer- 
earcinomen, bei Hiihnern mit Roustumoren (Kahn), ferner bei Ratten mit 
Flexner-Joblingtumoren und mit Blumenthaltumoren (Tinozzi, a. a. O.). 

*) Diese Rohfiillung enthiilt natiirlich noch etwas Globulin, Lipoide usw.; 
darauf diirfte auch die Verschiebung der Fillungsgrenzen in elektrolytfreien 
Lésungen [Ettisch, Biochem. Zs. Bd. 171, 8. 454 (1926)] zuriickzufiihren 
sein. Wesentlich ist es auch, die Fiillung mit analysenreinem Ammon- 
sulfat auszufiihren, die Fehlresultate friiherer Untersucher kénnten z. T. auf 
Inkonstanz der p,;, und Verunreinigungen des Ammonsulfates zuriick- 
zufiihren sein. 

°) Die Fraktion IT lieB sich durch Koagulation mit Athylalkohol noch- 
mals in 2 Fraktionen aufteilen: Ila = Fiillung bis 40°/,, Ib = Fallung mit 
iiber 40 Vol.-°/, bis 60°/, Alkohol. 
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Die in priparativem MaBstabe ausgefiihrten Fillungen 
von Rinderblutserum mit Ammonsulfat in steigender 
Konzentration haben nun in der Tat ergeben, dass eine 
Aufteilung des Serumalbumins in einzelne Fraktionen 
moéglich ist. Rinderblutserum wurde deshalb als Ausgangs- 
material gewihlt, weil es sich nach Vorversuchen besser als 
andere Blutarten, z. B. Pferdeblut, dazu zu eignen schien. 

Diese durch wechselnde Konzentration des Fillungsmittels 
erzielte Aufteilung des Serumalbumins kann durch che- 
mische Unterschiede zwischen den einzelnen Fraktionen be- 
dingt sein, sie kann aber auch auf rein physikalische Ur- 
sachen, z. B. wechselnde Teilchengré8e zuriickzufiihren sein. Es 
erschien deshalb von grundsiitzlicher Bedeutung durch eingehende 
Untersuchung der einzelnen Fraktionen fiir die eine oder die 
andere Méglichkeit Beweise beizubringen. 

Die nichstliegende Methode, die fiir einen Nachweis chemischer 
Verschiedenheit von Eiweifstoffen brauchbar erscheint, beruht in 
der Spaltung des Proteins durch Siuren, Uberfiihrung der ent- 
standenen Aminosiiuren in ihre Hsterchlorhydrate und deren frak- 
tionierter Westillation nach EK. Fischer. Der Nachteil dieser 
Methode besteht darin, daB sie groBe Mengen von Material er- 
fordert und daB durch die unvollstindige Ermittlung der einzelnen 
Amivosiuren ein Vergleich verschiedener Proteine mit erheb- 
lichen Unsicherheiten verkniipft ist. — Wir haben deshalb andere 
Methoden angewandt, die gestatten, mit wenig Material einen 
Vergleich der einzelnen Albuminfraktionen durchzufiihren. 


I. Elementaranalyse. 
Tabelle ILI. 

















1 . C H S N O 
Fraktion a i" 5 pen i 
/0 /0 0 / 0 
I 51,73 7,24 1,78 15,9 23,35 
II 53,01 7,28 1,85 16,1 21,76 
Ill 52,41 7,25 2,2 15,54 22 60 





Die Elementaranalysen zeigen Unterschiede zwischen den 
einzelnen Fraktionen, besonders wichtig erscheint der erhdhte 
Schwefelgehalt der Fraktion III, der einem vermehrten Cystin- 
gehalt entspricht; ferner deren erniedrigter Stickstoffgehalt. 
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II. Stickstoffverteilung nach van Slyke.’) 


Diese Methode erlaubt, besonders in der Form der Mikro- 
bestimmung, mit relativ sehr wenig Material eine Aufteilung des 
Stickstoffgehaltes nach Mono- und Diaminosiiuren, sowie die Er- 
mittlung der einzelnen Diaminosiiuren auf indirektem Wege. 


Tabelle III. 
Stickstoffverteilung nach van Slyke. 








N Fraktion 

I II | Ill 
Melanin-N.... . 3,0 2,8 1,4 
Ammoniak-N . . . . 3,0 5,9 5,9 
Gesamtbasen-N . . . 30,6 29,3 31,4 
Gesamtbasenamino-N . 19,1 20,9 17,8 
Arginin-N . . .. . 13,9 11,5 12,6 
Histidin-N. . . .. 0 | 0 5,7 
Lysin-Cystin-N . . . 16,7 17,8 13,1 
Monoaminosiiuren-N 65,3 | 62,7 61,6 

Davon -Amino-N . 61,5 = 94°, | 57,7 = 92°, 59,6 = 97 °/, 

Gesamtamino-N . 81,9 82,5 79,4 








Diese Tabelle liefert in dem gleichen Sinne wie die Ele- 
mentaranalyse Anhaltspunkte fiir chemische Unterschiede zwischen 
den Fraktionen I, II und vor allem von III. So zeichnet sich 
die Fraktion III durch einen hohen Histidingehalt aus, der bei I 
und II fehlt. Unterschiede ergeben sich ferner hinsichtlich des 
Melaningehaltes fiir die Fraktionen I und II auf der einen, III auf 
der anderen Seite. Im Ammoniakgehalt unterscheidet sich die 
Fraktion I von IJ und III.?) Auffallend ist auch bei Fraktion II] 
der hohe Wert von Monoaminosiure—Aminostickstoff, der wohl 
auf geringem Gehalt an heterocyclischen Aminoséuren zuriick- 


zufiihren ist. 


III. Bestimmung einzelner Aminosduren. 


Aus der Gesamtheit der Aminosiuren lassen sich durch ein- 
fachere colorimetrische Untersuchungsmethoden nur wenige mit 


') Abd. Hdb. Abt. I, Teil 7, H. 1, S. 53 u. Teil 7, H. 2, S. 1 (1922). 

2) Auf die Bestimmung des Cystingehaltes durch Schwefelbestimmung 
im PWS-Niederschlag wurde zunichst verzichtet, da ja der Schwefel schon 
durch Elementaranalyse bestimmt war. 
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einiger Sicherheit bestimmen. Wir wiihlten das Histidin und 
Tryptophan. — Das Tryptophan wurde colorimetrisch nach Till- 
mans und Alt?) mit Formaldehyd und Schwefelsiiure bestimmt. 
Die Methode besaB gegeniiber der gleichfalls ausgefiihrten von 
Hiratsaka?) fiir unsere Versuche den Vorzug, daB sie besser 
colorimetrisch vergleichbare Lésungen lieferte. Die Histidin- 
bestimmung wurde so durchgefiihrt, daB aus der Phosphorwolfram- 
siurefallung das Histidin nach Kossel mit Quecksilber gefiillt 
und nach Zerlegung colorimetrisch bestimmt wurde. 


Tabelle IV. 

















Fraktionen I I] Ill 
ietidigs . ws. 0,25 0,52 6,60 
Tryptophan... . 1,1 1,95 0,0 


Aus der Tabelle ersieht man, daB die Fraktion III kein 
Tryptophan, dagegen viel Histidin enthilt. Es stimmt dies mit 
den Ergebnissen der van Slyke-Analysen iiberein. Um ganz 
sicher zu sein, haben wir schlieBlich das Histidin aus der Frak- 
tion III priparativ in Form seines Chlorhydrates dargestellt und 
durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identifiziert. 


IV. Biologische Versuche. 

Nach Vorversuchen scheint die aus artfremdem Blut her- 
gestellte Fraktion II] bei Reinjektion im Gegensatz zum ge- 
wohnlichen Blutalbumin keine Anaphylaxie hervorzurufen. Diese 
Versuche miissen jedoch noch an gréferem Material wiederholt 
werden. 


Zusammenfassung. 

Die im vorstehenden besprochenen experimentellen Ergebnisse 
sprechen eindeutig dafiir, daB sich das sogenannte Serumalbumin 
in verschiedene Frakticnen zerlegen liBt. Von diesen ist mit 
Sicherheit die am leichtesten lésliche Fraktion II] (Albumin A 
nach Kahn), deren mengenmifiger Anteil nur gering ist (4°/, 
etwa des gesamten Albumins) durch das Fehlen des Trypto- 
phans sowie ihren hohen Histidingehalt chemisch von den iibrigen 
Fraktionen unterschieden. Ihr hoher Histidingebalt legt den 





1} Biochem. Zs. Bd. 154, S. 185 (1925); Bd. 164, S. 185 (1925). 
*) Biochem. Zs. Bd. 157, S. 49 (1925). 
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Gedanken an einen biologischen Zusammenhang mit dem Globin 
nahe.') Die Méglichkeit, daB in Fraktion III etwa das Albumin 
durch aus dem Serum stammendes Globin verunreinigt sei, libt 
sich sicher ausschlieBen; die Fraktion zeigt nicht die Fallbarkeit 
des Globins durch Ammoniak; auch tritt durch (NH,),SO, keine 
Aufspaltung des Hiimoglobins ein. (Darstellung und Reinigung 
nach Schulze.*) AuBerdem ist am Aufbau des Globins Trypto- 
phan beteiligt, das im Albumin A nach unseren Untersuchungen fehlt. 

Auch die Fraktionen I und II weisen deutliche Unterschiede 
auf. Ihrer chemischen Verschiedenheit méchten wir jedoch noch 
mit einiger Reserve gegeniibertreten, solange diese nicht durch 
weitere eingehende Untersuchungen bestiitigt wurden. Es wird 
auch hier noch zu priifen sein, ob sich ‘hnlich wie bei Frak- 
tion II] der mengenmiBige Anteil vom Blutserum bei bestimmten 
pathologischen Zustiinden Veriinderungen unterworfen ist. Es sei 
noch erwihnt, daB die Fraktion IT sich durch fraktionierte Fillung 
mit Athylalkohol weiter unterteilen liBt, und daB auch hier An- 
zeichen fiir chemische Verschiedenheiten dieser Fraktionen bei 
allem Vorbehalt vorliegen. 


Der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft danken wir fiir 
die Bewilligung von Mitteln fiir die vorstehende Untersuchung, 
ebenso der Firma Dr. Klopfer, Dresden fir die Darstellung 
von Albumin A nach unseren Angaben. An der experimentellen 
Durchfiihrung der Versuche war zum ‘Teil Herr Dipl.-Ing. Kossy 
Strauss beteiligt; wir danken auch ihm fiir seine geschickte und 
elfrige Hilfe. 

Beschreibung der Versuche. 


Darstellung der Albuminfraktionen. 


Frisches Rinderblut wurde 24 Stunden in den Kiihlraum gestellt, daun 
das Serum abgegossen und zentrifugiert. Es enthielt nur Spuren von 
Hiimoglobin. Dann wurde so viel festes Ammonsulfat zugegeben, daB der 
Gehalt der Fliissigkeit 26°), betrug. Unter Prozent Ammonsulfat (A.-S.) 
wird im folgenden der Gehalt an A.-S. in Grammen in 100 cem Fliissigkeit 
verstanden. Nach 24 stiindigem Stehen bei Z.-T. wurde das ausgefillte 
Globulin abzentrifugiert. In der iiberstehenden klaren Fliissigkeit wurde 
der Ammoniakstickstoff bestimmt und dann so lange festes A.-S. eingetragen, 


'!) Zum Vergleich seien die von Hunter und Borsook fiir das Globin 





ermittelten Werte angegeben [Jl. of Biol. Chem. Bd. 57, Nr. 2 (1923)): 

Ammoniak-N 5,4, Humin-N 1,9, Arginin-N 8,0, Histidin-N 12,7, Lysin-N 

11,1, Gesamtbasen-N 31,8, Monoaminosiuren-N 60,3, Tryphtophban 2,6 °/,. 
1) Diese Zs. Bd. 24, S. 458 (1898). 
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bis der Gehalt 36°/, betrug. Nach 24 Stunden bei Z.-T. wurde dureh ein 
Faltenfilter filtriert und mit 36°/,iger A.-S.-Lésung gewaschen (Niederschlag 1). 
Das Filtrat wurde nach Bestimmung des Ammoniakstickstoffes zuniichst auf 
einen A.-S.-Gehalt von 37°/, gebracht. Die geringe, dabei auftretende 
Triibung wurde abfiltriert. Im Filtrat wurde der Rest des Albumins durch 
Sattigung mit A.-S. ausgefillt und abfiltriert (Niederschlag I]). 


Aufarbeitung des Niederschlages I. 


Der Niederschlag wurde in méglichst wenig destilliertem Wasser auf- 
gelést und nach dreitigiger Vordialyse gegen Leitungs- und destilliertes 
Wasser elektrodialysiert. Die kathodische Membran bestand aus Chrom- 
gelatine auf Wolle nach Ruppel!), die anodische aus Pergament. Die 
Anfangsstromstirke betrug bei etwa 600 Ohm Widerstand 0,2 Amp. Es 
wurde so lange dialysiert, bis nach Ausschaltung aller Widerstiinde die 
Stromstirke unter 0,02 Milliamp. gesunken war. Die EiweiBlésung (Albumin- 
l6sung I) wurde zur Konservierung mit Toluol iiberschichtet. 


Fraktionierung der Albuminloésung I. 


Vorversuche: 10 ccm der elektrolytfreien Lisung wurden aus einer 
Biirette mit einer 45°/,igen Lésung von Ammonsulfat Kahlbaum p. a. 
(mit Garantieschein) versetzt. Eine Fillung trat nach Zusatz von 28,0 ecm 
auf (Gehalt an A.-S.) 33,1°/,). 10 cem dieser Fliissigkeit wurden so lange 
mit destilliertem Wasser versetzt, bis sich der Niederschlag wieder aufléste. 
Dazu waren 1,2 ccm notwendig (A.-S.-Konzentration 30,0°/,). — Die Haupt- 
menge blieb zur Vervollstiindigung der Fiillung 12 Stunden stehen und 
wurde dann vom Niederschlag abgegossen. 10 cem der abgegossenen Lésung 
wurden wieder mit 45°/,iger A.-S,-Lésung (2,6 ccm) bis zum Eintritt einer 
Fillung versetzt (A.-S.-Konzentration 35,6°/,). Zur Wiederauflésung muBten 
0,5 eem Wasser zugegeben werden (A.-S.-Konzentration 34,2 °/,). 

Hauptversuche: Entsprechend diesem Vorversuch wurde die ganze 
Albuminlésung in 2 Fraktionen eingeteilt. Sie wurde zunichst mit 
45°/,iger A.-S.-Lésung auf etwa 33°/, gebracht (Ammoniakbestimmung 
ergab 33,3 9/, A.-S.). Der Niederschlag wurde nach 24 stiindigem Stehen 
abfiltriert (Fraktion I). Das Filtrat wurde wie oben auf etwa 35,6 °/, ge- 
bracht (Analyse: 35,7°/, A.-S.). Nach Stehen wurde der Niederschlag 
(Fraktion II) abfiltriert. Im Filtrat ergab weiterer Zusatz von A.-S. nur eine 
geringe Triibung, die vernachliissigt wurde. — Die Fraktionen I und II 
wurden in der oben beschriebenen Weise dialysiert und elektrodialysiert, 
unter Toluol konserviert und im Kisschrank aufbewahrt. 


Aufarbeitung des Niederschlages II. 


Der Niederschlag wurde in méglichst wenig Wasser gelist, dann wurde 
nach Bestimmung des Ammoniakgehaltes der Gehalt durch Zusatz von 
konzentrierter A.-S.-Lésung wie oben zuniichst auf 37°), A.-S. gebracht. 
Nach Abfiltrieren der geringen dabei auftretenden Triibung wurde das Fil- 
trat auf 42°/, A.-S.-Gehalt gebracht; der Niederschlag nach Stehen abfiltriert 





1) Ruppel, Ber. der deutsch. pharm. Ges. Bd. 30, S. 314 (1920). 
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und zur Reinigung nochmals ebenso umegefiillt, dann wurde er in Wasser 
aufgelést und wie oben dialysiert und elektrodialysiert (Fraktion ITI). 

Mit der elektrolytfreien Lésung wurden folgende Fallungsversuche an- 
gestellt: Um in 2 cem der Eiweiblésung eine Fillung zu erzielen, war der 
Zusatz von 13 cem einer 45°/, igen A.-S.-Lésung notwendig (entsprechend 
einer Konzentration von 39°/, der Lésung). Zur Wiederauflésung des 
Niederschlages war der Zusatz von 0,8 ccm Wasser erforderlich. Die Lésung 
war dann 37°), ig. 

Fiir die van Slyke-Analysen wurden die 8 Fraktionen in analoger 
Weise hergestellt, nur wurde keine Elektrodialyse ausgefiihrt. Ferner wurde 
die Fraktion II durch fraktionierte Fillung mit Athylalkohol nochmals unter- 
teilt und in eine solche, die mit 10—40 Vol.-°/, ausfiel (Fraktion I]a) und in 
eine die zwischen 40—60 Vol.-°/, Alkohol gefillt wurde (Fraktion IIb), auf- 
geteilt. 

Aufarbeitung von Fraktion I. 


Die EiweiBlésung wurde mit Alkohol koaguliert, der Niederschlag auf 
einem gehiirteten Filter abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen und 
bei 100° im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Analysen: 
I. N-Bestimmung nach Kjeldahl: 0,1752 g Substanz verbr. 19,9 cem 
n/10-H,SO, . 
Gef. 15,9°/, N. 
II. Mikro-Analysen: (Dipl. ing, Finer). 
4,545 mg Substanz Riickstand 0,01 mg H,O, 2,94 mg CO,, 8,62 mg. 


III. Schwefelbestimmung mikroanalytisch nach Pregl: 8,770 mg Sub- 

stanz 1,14 mg BaSQ,. 
Gefunden: C H N Ss 
a) 51,73 7,24 15,9 1,78°/,.. 

IV. Tryptophanbestimmung: 100 mg Substanz nach Tillmans und 
Alt') mit Formaldehyd und 66°), iger Schwefelsiure auf 100 ccm gebracht 
und im Hehnerzylinder mit der 0,001 g Tryptophan enthaltenden Standard- 
lésung verglichen. 

Verhiltnis der Schichtdicken 90:100. Tryptophangehalt 1,1°/, . 

b) Nach Hiratsaka,.’?) 100 mg Substanz wurden in 100 cem Wasser 
aufgeschwemmt, 1 cem 2/n-Natronlauge zugegeben und bis zur Lésung ge- 
schiittelt. Nach Zugabe von 65 cem konzentrierter HCI, 2cem Ehrlichs Reagens 
wurde dann mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Nach 72 stiindigem Stehen 
bei 37° im Brutschrank wurde die Lisung mit einer ebenso behandelten von 
Casein- Hammarsten gleicher Konzentration colorimetrisch verglichen. 


Schichtdicken Casein: Albumin = 50: 60. 


Unter Zugrundelegung eines Tryptophangehaltes des Caseins von 
1,6°/, (Tielmans a. a. QO.) ergibt sich ein Tryptophangehalt von 1,3°/). 


1) A. a. O. 2) A.a. QO. 
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V. Histidinbestimmung: 1500 mg der Fraktion I wurden mit etwa 
25°/,iger HCl 24 Stunden am RiickfluBkiihler hydrolysiert [van Slyke.’)] 
Nach Eindampfen im Vakuum wurde der Riickstand in Wasser aufgenommen, 
mit Tierkohle ausgekocht und abfiltriert. Der Riickstand wurde wiederholt 
mit Wasser ausgekocht. Die vereinigten wasserhellen Filtrate wurden in 
bekannter Weise mit Phosphorwolframsiure gefillt. Die Phosphorwolframate 
wurden nach 48 stiindigem Stehen bei 0° abgenutscht, gewaschen und mit 
Amylalkohol-Ather zersetzt. Die salzsaure Lésung der Diaminosiiuren wurde 
im Vakuum eingedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und aus 
der Lésung das Histidin mit .Sublimat als Quecksilbersalz gefillt. Das 
Quecksilbersalz wurde in Salzsiiure gelést, das Hg als Sulfid gefillt, dann 
im Filtrat nach Wegkochen des Schwefelwasserstoffes das Histidin colori- 
metrisch nach Weiss und Ssobolen?”) bestimmt durch Vergleichen mit einer 
Standardlésung von Histidinchlorhydrat 1:10000. Der Vergleich der auf 
100 cem aufgefillten aus Albumin erhaltenen Lisung mit der Standardlésung 
ergab das Verhiltnis der Schichtdicken 40:80. Gehalt der Lésung an 
Histidin 3,75 mg = 0,25 °/). 

VI. N-Verteilung nach van Slyke’): Etwa 2g der Fraktion I 
wurden 12 Stunden mit HCl hydrolysiert, im Vakuum eingeengt, dann mit 
Wasser aufgenommen und im MeBkolben auf 100 cem aufgefiillt. 

Gesamtstickstoff nach Kjeldahl: 2 cem der Lésung verbraucht 7 cem 
n/10-H,SO, = 329 mg N. 

Ammoniakstickstoff: 80 eem der Liésung verbraucht 5,7 eem n/10- 
H,SO,. 3,08°,. 

Melaninstickstoff: Es wurden verbraucht 3,8 eem n/10-H,SO,. = 3,03 °/,. 


Der durch Fallung mit Phosphorwolframsiiure entstandene Niederschlag 
wurde nach 48 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur abgenutscht und 
gewaschen, dann wurde er mit konzentrierter Natronlauge aufgelést und mit 
Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. 

Argininbestimmung: 25 cem der Basenlésung verbraucht 6,5 cem 
n/10-H,SO,. Gef. 13,46 °/). 

Restbasenbestimmung: Darin  verbraucht 6,5 cem  n/10-H,SOQ,. 
Gef. 23,67 °/,. 

Aminostickstoff der Basen: 1 cem der Basenlésung ergab — abziiglich 
der Leerbestimmung 1,81 cem N. Gef. 19,73°/, (20°, 763 mm). 

Das Filtrat der PWS-Fillung wurde auf 300 cem gebracht. 

Gesamtstickstoff des Filtrates: 60 cem verbraucht 24,55 cem n/10- 
H,SO,. Gef. 65,29°/,. 

Amino-N des Filtrates: 2 cem des Filtrates gaben 1,91 cem N 
(19°, 750 mm). 

Gesamt-Amino-N: 4 cem des urspriinglichen Hydrolysates wurden auf 
20 ccm verdiinnt. 2,0 ccm dieser Lésung gaben 1,82 cem N (20°, 750 mm). 
Gef. 81,92°/,. 


1) A.a. O. 
*) Biochem. Zs. Bd. 157, S. 49 (1925). 
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Aufarbeitung der Fraktion II. 


Die Fraktion I] wurde ebenso wie I behandelt. 


Analysen: 
I. N-Bestimmung nach Kjeldahl: 0,2460 ¢ verbraucht 28,3 cem 
n/10-H,SO,. Gef. 16,1°/). 
II. Mikro-Analysen: 5,150 mg Substanz Riickstand: 0,008 mg H,0O: 
3,35 mg, CO,: 10,01 mg. 
III. Schwefelbestimmung: 6,956 mg Substanz. Gef. 0,94 mg BaSQ,. 


Gefunden: C H N S 
53,01 7,28 16,1 1,85°/,. 


IV. Tryptophanbestimmung: Bestimmung wurde in denselben Mengen 
wie oben ausgefiihrt. 
a) Nach Tillmans: Verhiiltnis der Schichtdicken = 95:100. Trypto- 


phangehalt: 1,05°/,. 
b) Nach Hiratsaka: Getrennte Bestimmungen in den Fraktionen IIa 


und ITb. 
Ila: Schichtdicken Casein: Albumin = 60:42, ‘Tryptophangehalt: 2°/,. 
IIb: =: 25: 70,8, " 0,55. 


V. Histidinbestimmung: 1000 mg Substanz Standard wie bei I. 

Schichtdicken Standard: EiweiB = 50:70. Gef. 0,52°/, Histidin. 

VI. N-Verteilung nach van Slyke: Auch diese wurde getrennt in den 
Fraktionen Ila und I1b durchgefihrt. 


Fraktion IIa. 

Etwa 5 g Eiweib 12 Stunden hydrolysiert, nach Einengen auf 100 ccin 
aufyefiillt. 

Gesamt-N-Bestimmung: 2 eem der Liésung verbrauchten 9,95 eem n/10- 
H,SO,. Gef. 696,5 mg. 

Amino-N-Bestimmung: 2 cem der Lésung wurden anf 25 cem verdiinnt. 
1,97 cem dieser Lésung gaben 1,75 cem N (20°, 756 mm). Gef. 82,5°/5. 

Ammoniakbestinmung: 80 eem der Lésung verbrauchten 23,77 ecm 
n/10-H,SO,. Gef. 5,90°/,. 

Melaninbestimmung: Filtrat der NH,-Bestimmungverbrauchten 11,0cem 
n/10-H,SO,. Gef. 2,76 Basenlésung hergestellt wie bei I. 

Argininbestimmung: 25 cem der Basenlésung verbrauchten 14,25 ecm 
n/10-H,SO,. Gef. 11,46%,. 

Restbasenbestimmung darin: Es wurden 46,9 ecm n 10-H,SO, ver- 
braucht. Gef. 23,57°%)). 

Amino-N der Basen: 0,5 cem der Basenlisung gaben 2,06 eem N 
(20°, 756 mm). Gef. 20,87°/. 

Das Filtrat der Basen wurde auf 200 eem gebracht. 

Gesamt-N des Filtrates: 30 cem verbrauchten 46,8 cem n/10-H,SQ,. 
Gef 62,71. 

Amino-N des Filtrates: 0,49 ecm gaben 1,41 cem N (20°, 756 mm). 
Gef. 57,68 ° 9. 
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Fraktion IIb. 

Etwa 5 g KiweiB 12 Stunden hydrolysiert, nach Einengen auf 100 ecm 
gebracht. 

Gesamt-N: 2 ecm der Lésung verbrauchten 10,2 ecm n/10-H,SO,. 
Gef. 714 mg. 

Amino-N-Bestimmung: 2 cem der Lésung wurden auf 25 cem verdiinnt, 
2 cem dieser Lisung gaben 1,92 cem N (20°, 746 mm). Gef. 90,24°). 

Melaninbestimmung: Fiir aus 70 cem der urspriinglichen Lésung er- 
haltenen Niederschlag wurden 7,9 cem n/10-H,SO, verbraucht. Gef. 2,21 °/,. 

Ammoniakbestinmung: 25cem der urspriinglichen Lésung verbrauchten 
11,5 eem n/10-H,SO,. Get. 9,01°/). 

Da Verluste eingetreten waren, wurde in der Ammoniak- und Melanin- 
freien Lésung, die wieder auf 100 cem gebracht wurde, nochmals der Stick- 
stoff bestimmt und 392 mg N gefunden, und unter Beriicksichtigung des 
Melanin- und Ammoniakwertes umgerechnet (892 mg N in der NH,- und 
Melaninfreien Lésung entsprechen 633,8 mg in der urspriinglichen Lésung. 

Basenlésung hergestellt wie bei I. 

Argininbestimmung: 10 cem der Basenlésung verbrauchten 4,6 ccm 
n/10-H,SO,. Get. 15,85°/). 

Restbasenbestimmung darin: Verbrauchten 12,9 cem  n/10-H,SO,. 
Gef. 22,23 °/,. 

Amino-N der Basen: 2 ecm der Basenlésung wurden auf 25 cem ver- 
diinnt. 2 cem dieser Lésung gaben 0,63 cem N (20°, 746 mm). Gef. 24,9°)). 
Filtrat und Waschwasser der Basen betrug 200 cem. 

Gesamt-N des Filtrates: 50 ccm verbrauchten 43,8 cem n/10-H,SO,. 
Gef. 60,37°/). 

Amino-N des Filtrates: 1 cem gab 1,08 cem N (19°, 751 mm). 
Gef. 55,37 °/,. 


Aufarbeitung der Fraktion III. 


Fraktion III wurde ebenso wie I behandelt. Wie oben beschrieben, 
liegen die Fallungsgrenzen dieser Fraktionen zwischen 37 und 39°/, Ammon- 
sulfat. Die Koagulation durch Alkohol erfolgt bei etwa 38 Vol.-°/,. Hitze 
koagulation in Salzlésung. Sie verhiilt sich also wie das sogenannte Blut- 
albumin. 

Analysen: 

I. N-Bestimmung nach Kjeldahl: 4,288 mg Substanz verbrauchten 
4,76 com n/100-H,SO,. Gef. 15,54°/>. 

II. Mikroanalysen: 4,639 ng Substanz Riickstand 0,074. H,O: 2,57, 
CO,: 7,62 mg. 

Illi. Schwefelbestimmung: I. 6,357 mg Substanz 1,02 mg BaSQ,. 
Il. 6,677 mg Substanz 1,13 mg BasSQ,. 
Gefunden: C H N S 
52,41 7,25 15,54 I. 2,20, II. 2,32°,. 
IV. Tryptophanbestimmung: a) Nach Tillmans: Auch bei Anwendung 
der doppelten Substanzmengen wie bei I und It war keine Spur einer 
Gelbfirbung festzustellen. 
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b) Nach Hiratsaka. Es trat nur eine ganz minimale Griinfirbung 
auf, die sich colorimetrisch nicht vergleichen lieb. 

V. Histidinbestimmung 126,8 mg Substanz Standard wie bei I. 

Verhiiltnis der Schichtdicken Standard: EiweiB = 40:35. Gef. 6,60°/,. 

Histidinbestimmung in einer anderen ebenso hergestellten Fraktion III. 

2,3750 g Substanz wurden zur BKestiitigung des colorimetrischen Be- 
fundes priiparativ nach Kossel nach der Quecksilberfillung verarbeitet. 


Der Niederschlag wurde in Wasser suspendiert und mit Schwefelwasserstoft 


zersetzt. Nach dem Abfiltrieren des Quecksilbers wurde aut dem Wasserbad 
eingedampft, nachdem der 600. Teil der Lésung zur colorimetrischen Be- 
stimmung entnommen war. Das nach dem Einengen sich élig abscheidende 
Histidinmonochlorhydrat wurde durch einen Impfkeim zur Krystallisation 
gebracht und durch Schmelzpunkt (180°) und Mischschmelzpunkt (180°) 
identifiziert. Colorimetrische Bestimmung in der 39,6 mg EiweiB ent- 
sprechenden Lésung. 

Verhiiltnis der Schichtdicken Standard: EiweiB = 25:75. Gef. 6,74°/). 

VI. N-Verteilung nach van Slyke: 

Ktwa 2g der Fraktion III wurden 12 Stunden hydrolysiert, dann nach 
Kinengen auf 100 ecm gebracht. 

Gesamt-N-Bestimmung: 5 cem der Lésung verbrauchten 11,1 cem n/10- 
H,SO,. Gef. 310,8 mg. 

Ammoniakbestimmung: 80 cem der Lésung verbrauchten 10,6 ecm n/10- 
H,SO,. Gef. 5,96). 

Melaninbestimmung im Filterriickstand der Ammoniakbestimmung ver- 
brauchten 2,6 cem n/10-H,SO,. Gef. 1,43°/,. 

Gesamtamino-N-Bestimmung: 4 ccm der Lésung wurden auf 25 cem 
verdiinnt. 2ccm davon gaben 1,43 ecem N (18°, 748 mm). Gef. 79,66 °/,. 

Basenlésung hergestellt wie bei I = 50 ecm. 

Argininbestimmung: 25 cem der Basenlisung verbrauchten 5,6 cem 
n10-H,SO,. Gef. 12,61°/,. 

Restbasenbestimmung darin: Verbraucht wurden 21,8 eem n/10-H,SO,. 
Gef. 24,55°/,. 

Amino-N der Basen: 1,5 cem der Basenlésung gaben 2,34 eem N 
(17°, 746 mm). Gef. 17,77°/, 

Das Filtrat der Basen wurde auf 300 cem gebracht. 

Gesamt-N des Filtrates: 40 eem verbrauchten 14,6 cem n/10-H,SQ,. 
Gef. 61,66°),. 

Amino-N des Filtrates: 2 ccm gaben 1, 
Gef. 59,81 °/,. 

Histidin: Daraus berechnet 5,45°/). 

Die Fraktion III wurde erneut, wie oben beschrieben, dargestellt, 
aber im Gegensatz zu den sonst zur van Slyke-Analyse benutzten Frak- 
tionen elektrodialysiert. 

Etwa 2 g wurden 12 Stunden hydrolysiert und nach Einengen auf 
100 cem gebracht. 

Gesamt-N-Bestimmung: 5 ccm der Lésung verbrauchten 11,15 eem 
n/10-H,SO,. Gef. 312,2 mg. 

Ammoniakbestimmung: 80 ecm der Lésung verbrauchten 10,6 cem 
n/10-H,SO,. Gef. 5,94°)5. 


75 cem N (17°, 746 mm). 
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Melaninbestimmung im Filterriickstand der Ammoniakbestimmung: 
Verbraucht 2,6 ccm n/10-H,SO,. Gef. 1,46°/,. 

Argininbestimmung: Basenlésung (50 cem) hergestellt wie oben. 25 eem 
verbrauchten 5,6 cem n/10-H,SO,. Gef. 12,56°/,. 

Gesamtbasen-N-Bestimmung: 5 cem der Basenlésung verbrauchten bei 
N-Bestimmung nach Kjeldahl 5,7 cem n/10-H,SO,. Gef. 31,94°. 

Restbasen-N daraus berechnet: 25,66°/). 

Amino-N der Basen: 1,5 cem der Basenlésung gaben 2,38 cem N (18°, 
748mm). Gef. 17,9°/,. 

Gesamt-Amino-N: 4 cem des urspriinglichen Hydrolysates wurden auf 
25 cem verdiinnt. 2,0 cem davon gaben 1,43 ccm N (18°, 748 mm). Gef. 
79,1°/,. 

Gesamt-N des Filtrates: Das Filtrat wurde auf 300 ecm gebracht. 
40 ecm davon verbrauchten 14,6 cem n/10-H,SO,. Gef. 61,38°/,. 

Amino-N des Filtrates: 2 ecm gaben 1,96 cem N (18°, 748 mm). 
Gef. 59,4°/,. 

Histidin-N daraus berechnet: 5,93°/). 


Versuche zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes. 


Diese wurden zuniichst nur in der Weise ausgefiihrt, dab nach Micha- 
elis') Puffergemische aus Essigsiiure und Natriumacetat hergestellt wurden, 
dazu gaben wir die zu untersuchende Eiweiblésung und koagulierten mit 
Alkohol. Es ergaben sich, wie dies von den Albuminen verschiedener Her- 
kunft ja bekannt ist, keine erheblichen Unterschiede, lediglich bei Frak- 
tion Ill lag das Fillungsoptimum etwas mehr nach der alkalischen Seite 
verschoben, doch muB dies noch elektrometrisch nachgepriift werden. 





') Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration. 
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Alkalimetrische Mikrobestimmung der Aminosduren 
und Peptide. 


Vou 


W. Grassmann und W. Heyde. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Mincheo und der Psychiatrischen und Nervenklinik der Universitat Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. April 1929.) 


Einleitung. 


Wihrend fiir das analytische Studium der Kohlehydrate und 
ihrer Umsetzungen zahlreiche und bewihrte Mikroverfahren zur 
Verfiigung stehen, hat man sich bei der quantitativen Bestimmung 
der Aminosiiuren und Peptide, sowie bei der Verfolgung der 
Proteolyse bisher im wesentlichen auf die Anwendung einiger 
Makromethoden!) beschrinkt. Bei reaktionskinetischen Studien 
iiber die proteolytische Spaltung wertvoller synthetischer und 
natiirlicher Substrate, sowie bei der Untersuchung schwer zugiing- 
licher Knzymmaterialien, mit der wir beschaftigt sind, hat sich 
das Bediirfnis nach einer einfachen und leistungsfahigen Mikro- 
methodik ergeben. Zu diesem Zweck steht bisher im wesentlichen 
nur das gasometrische Mikroverfahren von D. D. van Slyke?) 
zur Verfiigung. Ks erweist sich indessen fir die Durchfihrung 
griéberer Versuchsserien als einigermaBen schwerfallig; auch ist 
es nicht vollig frei von systematischen Fehlern. SchlieBlich ist 
es gerade bei der enzymatischen Proteolyse oftmals wichtig, den 


') S$. P. L. SG6rensen, Biochem. Zs. Bd. 7, 8S. 45 (1910); vgl. auch 
H. Jessen-Hansen in Abderhaldens Handb., 2. Aufl., Abt. I, Teil 7, 8. 245 
(1923); D. D. van Slyke, Chem. Ber. Bd. 43, 8S. 3100 (1910); Bd. 44, 
S. 1684 (1911); Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, S. 185 (1911); Bd. 10, S. 115 (1911) 
und a. a. O.; R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. 
Bd. 54, 8. 2988 (1921); R. Willstitter in Abderhaldens Handb., Abt. I, 
Teil 7, S. 289 (1923). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, S. 121 (1913); Bd. 23, 8. 407 (1915); vgl. 
auch E. Kupelwieser u. K. Singer, Biochem. Zs. Bd. 178, 8. 324 (1926). 
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Fortschritt der Reaktion in zwei unabhingigen Maen, niimlich 
aus dem Zuwachs an Amino- und Carboxylgruppen zu bestimmen. 
Wir haben daher den Versuch unternommen, das Verfahren der 
alkalimetrischen Titration in alkoholischer Lésung nach Will- 
stitter und Waldschmidt-Leitz’) (vgl. dazu auch F. W. Fore- 
man?), auf seine Kignung fiir Mikrozwecke zu priifen. Es hat 
sich ergeben, daB bei Einhaltung gewisser, im folgenden be- 
schriebener Bedingungen noch Mengen von */,,,,. Millimol Amino- 
siure, also z. B. noch 0,30 mg Glykokoll, mit derselben relativen 
GGenauigkeit bestimmt werden kénnen wie bei der Makrotitration, 
d.h. mit einem Fehler von kaum +1°/, (entsprechend +0,0030 mg 
Glykokoll oder 0,00056 mg Aminostickstoff). Die alkalimetrische 
Methode diirfte also, wenigstens bei ungefirbten Lésungen und 
bei Abwesenheit von stérenden Salzen, der Mikromethode von 
van Slyke erheblich iiberlegen sein, deren Genauigkeit gemaib 
den Angaben von Kupelwieser und Singer (a. a. O.) auf etwa 
+ 0,003 mg Aminostickstoff zu veranschlagen ist. 


Experimenteller Teil. 
1. Methodik. 


Unter den Fehlerquellen, durch welche die Genauigkeit der 
titrimetrischen Aminosaurenbestimmung begrenzt wird, diirfte die 
verhaltnismaBig geringe Schiirfe des Indicatorumschlages an erster 
Stelle stehen. Es ist uns bisher nicht mdglich gewesen, statt 
des von Waldschmidt-Leitz*) vorgeschlagenen Thymolphthaleins 


-einen besser geeigneten einfachen oder gemischten Indicator auf- 


zufinden. Es hat sich aber ergeben, daf fiir die Schiirte des 
Uinschlages dieses Indicators bei der Aminosiuretitration in 
alkoholischer Lésung nicht so sehr die Natur und die Menge der 
anwesenden Aminosiuren als vielmehr das Volumen des an- 
gewandten Alkohols maBgebend ist. Der Indicatorumschlag ist 
schon in reinem Alkohol oder Aceton allein merklich weniger 
scharf und erfordert mehr Alkali als in (CO,-freiem) Wasser. Aber 
es ist bei gegebenem Aikoholvolumen fiir die Umschlagsschirfe 
ziemlich gleichgiiltig, ob eine Aminosiiure oder eine Mineralsiiure 
oder nur der Alkohol allein titriert wird. Es ist daher not- 


1’ Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921); R. Willstiitter in Abderhaldens 
Handb., Abt. I, Teil I, S. 289 (1923). 
2) Biochem. Jl. Bd. 14, 8. 451 (1920). 
5) Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1923/24) und zwar S. 192. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIII. 3 
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wendig, die Titration immer an einem bestimmten, durch einen 
Karbstandard festgelegten Punkt zu beendigen und in einem 
Blindversuch genau denjenigen Betrag des Alkali zu ermitteln, 
den die dem Versuchsansatz entsprechende Menge 90 °/,igen 
Alkohols fiir sich allein zur Erreichung desselben Farbtons be- 
notigt. Diese Korrektur und zugleich die vom Indicatorumschlag 
herrithrende Unsicherheit wird natiirlich im Verhialtnis zum Er- 
gebnis um so beachtlicher, je verdiinnter die zu bestimmenden 
Aminosiiuren oder Peptide am Ende der Titration vorliegen. Die 
Titrationsmethode eignet sich daher wohl fiir die Bestimmung 
kleiner Substanzmengen, aber nicht fiir extrem verdiinnte 
Lésungen. Gute Ergebnisse werden noch erzielt, wenn die Amino- 
siuren in n/100-wiBriger Losung gegeben sind und zur Be- 
stimmung mit Alkohol auf das 10fache verdiinnt werden. Bei 
noch verdiinnteren Lésungen diirfte es vorteilhaft sein, zur Titration 
mit weniger Alkohol, beispielsweise nur mit dem 4fachen zu 
versetzen; eine Alkoholkonzentration von 80°/, ist gemaif den 
Erfahrungen von L. J. Harris?), die wir bestatigen kénnen, in 
der T'at ausreichend, um die Hydrolyse der Aminosiiure—Alkali- 
salze in praktisch ausreichendem Ma8e zuriickzudringen. Im 
allgemeinen haben wir aber, namentlich bei Hydrolyseversuchen 
mit Fermenten, die in den Makroansiitzen itblichen Konzen- 
trationen nach Méglichkeit beibehalten und zur Titration ent- 
sprechend kleine Volumina der Liésungen angewandt. Man kann 
nach unseren Erfahrungen fermentative Spaltungen ohne be- 
sondere Schwierigkeit und ohne KinbuSe an Genauigkeit im Ge- 
samtvolumen von 1 ccm durchfiihren und den Fortgang der 
Reaktion durch Titration von 0,2- und 0,1 ccm-Proben verfolgen. 


Zur Durchfiihrung der Versuche werden bendtigt: 


1, Genaue MeBkolben zu 1 cem Inhalt, aus Jenaer Glas in der iiblichen 
MeBSkolbenform, mit eingeschliffenen Stopfen, Gesamthdhe etwa 3'/, cm, 
Durchmesser des Halses innen 0,4—0,5 em. 

2. Mehrere genaue CapillarmeBpipetten zu 0,5, 0,2 und 0,1 cem Inhalt, 
davon die beiden letzteren in 4/999 ccm unterteilt. Die Pipettenspitze ist 
unterhalb der Teilung etwa 8—4 em so diinn ausgezogen, daB sie leicht 
durch den Hals der MeBkolben bis zu deren Boden eingefiihrt werden 
kann. Beim Fiillen der Kélbchen liBt mun die Fliissigkeit stets am Boden 
des Kélbchens einlaufen, da sich sonst im Hals leicht Luftblasen bilden. 
Es ist wichtig, die Pipetten gleichmibig und nicht zu rasch auslaufen zu 
lassen und auBen jedesmal mit Filtrierpapier zu trocknen, Beim Arbeiten 
mit Gelatinelésungen sind die Pipetten vor dem Gebrauch leicht an- 


') Prov. Roy. Soe, B. Bd. 95, S. 500 (1923) und zwar S. 505. 
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zuwirmen; im iibrigen kénnen EiweiBlésungen nicht zu hoher Konzentration 
ohne erhebliche Fehler pipettiert werden. 

3. Eine Anzahl Erlenmeyerkolben von etwa 5, 10 und 15 cem Inhalt. 

4. Eine Mikrobiirette aus Jenaer Glas von etwa 35—40 cm Skalen- 
linge und 2 ccm Fassungsvermégen, in '/,9, cem abgeteilt. Der Auslaufhahn 
ist méglichst fein ausgezogen, die Tropfengrébe daher bei alkoholischer 
Lauge nur ungefiihr 0,005 cem. Die Biirette ist auf den Hals einer 500 cem 
fassenden Vorratsflasche aufgeschliffen und gegen die Flasche durch einen 
besonders sorgfiltig gearbeiteten, nicht gefetteten Hahn versehlieBbar. Die 
Fiillung der Biirette erfolgt in iiblicher Weise durch Eindriicken von Luft 
in die Flasche. Gegen die Luftkohlensiiure ist der Inhalt der Flasche und 
der Biirette durch Natronkalkrohre geschiitzt; diese sind auf der Innenseite 
sehr sorgfaltig mit Glaswolle und Watte abzudichten, damit keine Natron- 
kalkstiubchen in die Lauge gelangen kénnen. 

5. Als MabBfliissigkeit dient eine n/100-Lésung von KOH in 90°), 
reinem Alkohol. Ihr Titer sinkt fiir gew6hnlich in den ersten Tagen nach 
der Herstellung und bleibt dann wochenlany konstant. Trotzdem empfieblt 
es sich, die Lauge innerhalb kurzer Zeitriume, am besten tiiglich, gegen 
n/10-Saure nachzupriifen. 

Zur Titration versetzt man eine abgemessene Probe der vor- 
liegenden Lésung, z. B. 0.2 ccm, mit 2 Tropfen einer 0,1 °/ igen 
alkoholischen Thymolphthaleinlésung und laBt die Lauge bis zur 
deutlichen Blaufirbung zuflieBen. Man fiigt nun aus einer Pipette 
das 9fache Volumen der angewandten wiBrigen Lésung — also 
z. B. 1,8 com — absoluten Alkohols zu, wobei die Blaufiirbung 
wieder verschwindet, und titriert zu Ende. Es empfiehlt sich 
nicht, die Titration bei der allerersten erkennbaren Farbverinde- 
rung zu beenden, die gefundenen Werte liegen in diesem Falle 
um etwa 2°/, zu tief. Der richtige Endpunkt, der bei einiger 
Ubung leicht mit einer Genauigkeit von einem Tropfen erkannt 
werden kann, entspricht einer deutlichen hellblauen Fiarbung, 
abnlich derjenigen einer '/,,,-molaren Kupferchloridlésung in 
iiberschiissigem Ammoniak, die wir als Vergleichsfliissigkeit be- 
nutzen. Die Titration erfolgt beim Lichte einer 200-kerzigen 
Tageslichtlampe in einem gegen Fremdlicht méglichst abgeblendeten 
und auf der Innenseite wei® ausgekleideten Kasten. 


2. Ergebnisse. 


GemaB den Belegen der Tabelle sind mit einer gréBeren 
Anzahl einfacher Aminosiuren und Polypeptide bei Anwendung 
von etwa ?/,,,—1/,) Millimol Substanz Werte erhalten worden, 
die sowohl untereinander wie auch mit der Theorie in aus- 
sezeichneter Ubereinstimmung stehen. Die Fehler bewegen sich 
fast ausnahmslos innerhalb derjenigen Grenzen, die auf Grund 

3* 
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der Ablesegenauigkeit und der TropfengréBe der Biirette erwartet 
werden miissen. 

Von den zur Titration gelangenden reinen und sorgfiltig getrockneten 
Substanzen wurden Lésungen solcher Konzentration hergestellt, daB die 
zur Analyse angewandte Menge in 0,2 cem enthalten war. Die fiir den 
Alkaliverbrauch des Alkohols erforderliche Korrektur ist in den Angaben 
der Tabelle schon abgezogen. 


Mikrotitration einiger Aminosiiuren und Peptide. 




















Ange- Alkaliverbrauch (eem n/100-KOH 
Substan; randt ia... 
Substanz wandt fae | Mittel | Ber 
mg _ | Gef. | _ 
Glykokoll ...... 0,764 | 1,019 1,021 1,021 — | 1,020 | 1,019 
0,150 | 90,199 0,199 — — |; 0,199 | 0,200 
Alanin ........ 0,895 | 1,007 1,005 1,003 — | 1,005 | 1,005 
See 1,324 | 1,007 1,005 1,008 — 1,005 | 1,009 
Phenylalanin .  ..] 1,668 | 1,012 1,012 1,007 1,016 | 1,012 | 1,012 
Glycylglycin. ... . | 1,855 | 1,025 1,025 1,027 1,024 | 1,025 | 1,026 
0,677 | 0,518 0,513 0,518 — | 0,515 | 0,513 
0,338 | 0,258 0259 —  — | 0,258 | 0,256 
0,264 | 0,199 0,199 0,202 -_ | 0,200 0,200 
Glycylalanin. ... . 1,560 | 1,000 1,001 1,001 -- | 1,000 | 1,001 
Leucylglyeylglycin . | 2,484 | 1,015 1,017 1,017 — 1,616 | 1,011 
Glycylglyeylglycin . | 1,902 [| 0,999 1,001 0,999 — 1,000 | 1,005 
Alanyldiglyeylglycin | 2,603 | 6,991 0,991 0,993 — | 0,992 | 0,999 





Die folgenden Versuche zeigen die Anwendbarkeit der Mikro- 
methode fiir die kinetische Verfolgung enzymatischer Spaltungen. 
Die erzielbare relative Genauigkeit ist gleich der beim Makro- 
verfahren erreichbaren, aber sie ist geringer als bei der Titration 
reiner Aminosiiuren oder Peptide, einmal deswegen, weil der in 
den Versuchsprotokollen angefiihrte Acidititszuwachs als Diftfe- 
renz zweier ziemlich groBer Kinzelwerte gefunden wird, daun aber 
auch aus dem Grunde, weil durch die anwesenden Puffersubstanzen 
und Proteine die Schirfe des Indicatorumschlages einigermaBen 
beeintriichtigt wird. In den Versuchen 1 und 2 vergleichen wir 
das Ergebnis des Mikroversuchs mit demjenigen eines unter 
sleichen Konzentrationsverhiltnissen durchgefiihrten Makroversuchs 
(Titration von 2 ccm Proben mit n/2U-KOH), das vergleichshalber 
auf die Bedingungen des Mikroansatzes umgerechnet wurde. Die 
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gefundenen Unterschiede sind in beiden Fiillen nicht gréBer als 
die bei Parallelversuchen unter Makrobedingungen iiblichen. 


Versuch 1. Spaltung von d,l-Leucylglycylglycin durch 
Hefepoly peptidase. 

In 1 cem des Spaltungsansatzes waren enthalten: 25 mg d,1]-Leucy]l- 
glyeylglycin, 0,1 cem m/3-Phosphat p),; = 7,0; 0,1 eem 0,4 n-Ammoniak 
Ammonchloridpuffer py = 7,0; 0,1 cem Polypeptidase-RKohlésung. Gesamt- 
volumen des Makroversuchs 10 cem, des Mikroversuchs 1 cem Titration von 
2 eem-Proben mit n/20-KOH im Makroversuch, von 0,2 eem-Proben mit 
n/100-KOH im Mikroversuch. Der vollstiindigen Zerlegung der 1-Form in 
Leucin und Glycylglycin entspricht ein Aciditiitszuwachs von 1,00 cem im 
Mikroversuch. 


Zeit in Minuten 30 70 

Zuwachs im Mikroversuch 0,55 0,96 cem n/100-KOH 

Zuwachs im Makroversuch 0,57 0,90 a 
(umgerechnet) 


Versuch 2. Gelatinespaltung durch Papain-HCN. 
In 1 cem Versuchsansatz waren enthalten: 40 mg Gelatine, 0,2 cem 
m/5-Dinatriumcitrat, 1,0 mg Papain, 0,5 mg HCN. Titration wie unter 1., 
aber mit heiBem Alkohol (vgl. dazu R. Willstitter und Mitarbeiter.') 


Spaltungszeit (Minuten) 30 60 90 
Spaltung im Mikroversuch 0,61, 0,81, 0,89, cem n/100-KOH 
Spaltung im Makroversuch 0,62, 0,79, 0,89, ‘ 


(umgerechnet) 


Die Hydrolyse von Leucylglycin durch gereinigte Hefe- 
dipeptidase (Versuch 3) zeigt bis zur Spaltung von 90°/, an- 
nithernd linearen Verlauf. Die Abweichungen der gefundenen 
Kinzelwerte von der Geraden sind nur sehr gering. Dieses Hr- 
gebnis ist auffallend, nachdem Willstatter und Grassmann’) 
mit einer ungereinigten und gegeniiber Dipeptid relativ wenig 
wirksamen Knzymlésung anniihernd monomolekularen Verlauf der 
Leucylglycinspaltung beobachtet hatten. Die Reaktionskinetik 
wechselt offenbar auch hier, ahnlich wie im Falle der Maltase *) 
mit der Reinheit des Enzyms. Doch scheint nach unseren bisher 
gewonnenen und nur teilweise veréffentlichten Erfahrungen 4), 


) Willstitter u. Grassmann, Diese Zs. Bd. 138, S. 134 (1924) und 
zwar §. 190; R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz, 8. Dunaiturria 
u. G. Kiinstner, Diese Zs. Bd. 161, S. 191 (1926) und a. a. O. 

*) Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926) und zwar 8. 264. 

3) R. Willstitter u. E, Bamann, Diese Zs. Bd. 151, S. 242 (1928). 

*) Vgl. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, S. 202 (1927) und zwar 
». 210, Zeile 3 der Tabelle. 
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deren systematische Erginzung wir beabsichtigen, ein annihernd 
linearer Verlauf der Leucylglycinspaltung fir gereinigte Fer- 
mentpriparate die Regel zu sein. In Anbetracht dieser Inkonstanz 
der Reaktionskinetik scheint es uns nicht ratsam, der Bestimmung 
von Peptidasemengen die unter der Annahme eines monomole- 
kularen Reaktionsverlaufs berechneten Reaktionskonstanten zu- 


grunde zu legen’). 


Versuch 3. Spaltung von d,l-Leucylglycin durch 
Hefedipeptidase. 

Im Versuchsansatz von 5 ecm sind enthalten 5 mg eines Dipeptidase- 
trockenpriiparates und 0,1125 g (°/, Millimol) d,l-Leucylglycin. p,,; = 7,8 
eingestellt durch m/30-Phosphat. 40°. ‘Titration von 0,2 cem-Proben mit 
n/100-KOH. 


Spaltungazeit (Minuten) 15 30 45 60 75 90 240 

Spaltung (cem n/100-KOH) 0,216 0,420 0,648 0,838 1,083 1,086 1,148 
1,152 

Spaltung (°/,) 18 35 54 70 90 91 96 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fir die Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit zu aufrichtigem 


Danke verpflichtet. 


') Vgl. dagegen kK. Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. J. Wald- 
schmidt-Graser, Chem. Ber. Bd, 62, 8S. 956 (1929). 
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Uber Blutgerinnung. 


Hemmung und Beschleunigung. 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz, Paul Stadler und Felix Steigerwaldt. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen und dem Institut fir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1929.) 


Die in der Literatur vertretenen Ansichten iiber das Wesen 
der Blutgerinnung') sind schon in ihren Grundlagen verschieden. 
So stehen, um nur eine der strittigsten Fragen zu beriihren, der 
in alteren Untersuchungen von A. Schmidt’) begriindeten An- 
schauung, es sei die Blutgerinnung ein enzymatischer Vorgang, 
zurickzufiihren auf die Wirkung eines im Blute gebildeten Knzyms, 
des Thrombins, Erklirungsversuche nach rein oder iiberwiegend 
kolloidchemischen Gesichtspunkten gegeniiber, wie sie in extremer 
Form vor allem in den Arbeiten von B. Stuber®) vertreten 
werden; man leugnet vielfach die enzymatische Natur des Vor- 
gangs oder man schrankt doch ihre Bedeutung ein. Der Nach- 
weis chemischer Verinderungen bei der Bildung des Blutfaser- 
stofis, etwa einer hydrolytischen, der eine sichere Aussage tiber 
das Vorliegen einer chemischen, niimlich einer enzymatischen 
Reaktion gestatten wiirde, ist noch nicht gegliickt; auch hangt 
die Sicherheit seiner Durchfithrung von der GréBe des chemischen 





') Vgl. dazu die Ausfiihrungen bei C. Oppenheimer, Die Fermente 
und ihre Wirkungen, 5. Aufl., Leipzig 1925, Bd. II, S. 1140 ff. 

2) Vgl. A. Schmidt, Die Lehre von den fermentativen Gerinnungs- 
erscheinungen, Dorpat 1876; Zur Blutlehre, Leipzig 1892; Weitere Beitriige 
zur Blutlehre, Wiesbaden 1895. 

3) Biochem. Zs. Bd. 77, S. 333, 358, 375 (1916); Bd. 126, S. 142 (1921/22); 
Bd. 134, S. 239, 250, 260; Bd. 140, S. 42 (1923); Bd. 149, S. 374; Bd. 159, 
S. 542; Bd. 154, S. 77 (1924); Bd. 155, S. 477; Bd. 157, S. 156 (1925). 
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Umsatzes ab, der nicht bedeutend zu sein scheint und fiir dessen 
Messung die bekannten Methoden zur Erfassung der Proteolyse 
kaum empfindlich genug sein werden. Fiir das Verstiindnis des 
Vorganges der Blutgerinnung erscheint der Weg einer indirekten 
Analyse noch aussichtsreicher, wie ihn die neueren Erfahrungen 
iiber die Spezifitit und tiber die Wirkungsweise proteolytischer 
Knzyme inzwischen vorbereitet haben. Kin solches Verfahren bietet 
sich mit der Untersuchung der Spezifitit der gerinnungshemmenden 
und der die Gerinnung beschleunigenden Stoffe; es hat sich fir 
die Deutung des Gerinnungsvorganges als wesentlich erwiesen. 

Sieht man von den zahlreichen von der referierenden Lite- 
ratur angefiihrten') Beobachtungen iiber Blutgerinnungshemmung 
ab, welche der Existenz sogen. ,,Antithrombine* zugeschrieben 
werden, von Stoffen, deren spezifische Wirkungsweise, ja deren 
Kigenart kaum sichergestellt ist, so hat unter den Ké6rpern, 
welchen eine besondere gerinnungshemmende Wirkung zukommt, 
das Hirudin aus den Schlundringen der Blutegel als einer der 
wichtigsten und bekanntesten zu gelten. Seinem chemischen 
Charakter nach wird das Hirudin schon in einer dlteren, griind- 
lichen und bis heute nicht ibertroffenen Untersuchung von 
KF. Franz?) als ein KiweiBabkémmling, zur Gruppe der Albu- 
mosen gehoérig, beschrieben; indessen bezieht sich diese Angabe 
auf das Verhalten von unreinem Hirudin, nicht auf das des 
reinen Stoffes. 

In der vorliegenden Untersuchung ist die Gewinnung reinen 
Hirudins, auch die Reinigung des wirksamen Stoffes in den Blut- 
egelextrakten bis zur Konstanz des Reinheitsgrades, nicht er- 
reicht, auch nicht angestrebt worden. Die Konzentration des 
Hirudins, die wir wie die von Enzymen durch den_ ,,Hirudin- 
Wert (H.-(w.))* ausdriicken, nimlich durch die Anzahl ,,Hirudin- 
Kinheiten (H.-(e.))“ im Gramm, erreicht in den besten erhaltenen 
Priparaten nur etwa die der kiuflichen. Der Erfolg der an- 
gewandten Reinigungsverfahren, die sich der Hilfe von Adsorptions- 
mitteln bedienen, findet seinen Ausdruck vielmehr in der ver- 
finderten Zusammensetzung der Priiparate, die sich von den in 
der Literatur beschriebenen und von den kiuflichen durch das 
Ausbleiben der wichtigsten EiweiBreaktionen unterscheiden. Ks 
geht daraus hervor, daB das Hirudin in unseren wie in den friiher 


!) Vgl. C. Oppenheimer, a. a. O. und zwar S. 1195 ff. 
*) Arch. f. exper. Path. Bd. 49, 8. 342 (1903). 

















Uber Blutgerinnung. 4] 


beschriebenen Priparaten noch in stark verunreinigter Form vor- 
celegen hat. 

Die wahre Natur des Hirudins, fiir die die vorliegenden un- 
reinen Priiparate an sich keine sicheren Anhaltspunkte ergeben, 
laBt sich indessen unabhangig von der Gewinnung des reinen 
Stoffes durch eine spezifische Reaktion ermitteln, niimlich durch 
seine Unbestindigkeit bei der Einwirkung gewisser proteo- 
lytischer Enzyme: seine gerinnungshemmende Wirkung, auch 
in den reinsten zuginglichen Priiparaten, verschwindet unter der 
Kinwirkung von Pepsin, von Trypsin—Kinase und von Papain— 
Blausiiure, wihrend sie durch nicht aktiviertes Trypsin wie Papain 
und durch Erepsin nicht beeinfluBt wird. In diesem Verhalten 
stimmt das Hirudin mit einem anderen physiologisch aktiven 
Stoff, dem Insulin aus Pankreas, weitgehend iiberein, iiber dessen 
spezifische proteolytische Zerstérbarkeit K. Felix und E. Wald- 
schmidt-Leitz') berichtet haben. Es ist daraus zu folgern, 
daB das Hirudin im chemischen Charakter anderen durch Pepsin, 
Trypsin—Kinase oder Papain—Blausiure spaltbaren Substraten, 
also etwa héhermoiekularen, nicht einfacheren Peptiden nahe- 
stehen wird; die Zuteilung des Hirudins zur Gruppe der ,,Albu- 
mosen“, die man auf Grund der Aussalzbarkeit vornahm, die 
aber den heutigen Anforderungen der Kiweibforschung nicht mehr 
geniigt, findet also in seiner enzymatischen Angreifbarkeit eine 
gewisse Rechtfertigung. 

Der Mechanismus der Hirndinwirkung ist oft gepriift, aber 
noch nicht befriedigend erklirt worden. Die verschiedenen Unter- 
suchungen?”) stimmen darin iiberein, dab die Wirkung des Hirudins 
nicht auf das Substrat der Blutgerinnung, das Fibrinogen, sondern 
auf das enzymatische System zu beziehen sei, wiihrend die Frage, 
ob die beobachtete Hemmung auf einer Verhinderung der Throm- 
binaktivierung oder ob sie auf einer Reaktion mit dem aktivierten 
Enzym selbst beruhe, verschieden beurteilt wird. Sie erscheint 
indessen von untergeordneter Bedeutung. Fiir das Verstiindnis 
des Vorganges der Blutgerinnung ist die Erkenntnis allein wesent- 
lich, daB das Hirudin, das den Charakter eines proteolytischen 


1} Chem. Ber. Bd. 59, S. 2367 (1926). 

*) Vel. dazu P. Morawitz, Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 79, 8. 18 
(1903); Eb. Fuld u. K. Spiro, Hofm. Beitr. Bd. 5, 8.171 (1904); A.Sehitten- 
helm u. A. Bodong, Arch. f. exper. Path. Bd. 54, 8. 217 (1905); A. Gratia, 
Ann. Inst. Pasteur Bd. 35, S. 513 (1921); C. R. Soe. Biol. Bd. 83, 8S. 311, 
313 (1921). 
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Substrates besitzt, mit dem Enzym der Blutgerinnung in Reaktion 
tritt; seine gerinnungshemmende Wirkung verstehen wir danach 
als eine Hemmung des Thrombins durch Affinitaét, sei es durch 
Blockierung der spezifischen substratbindenden, sei es durch Reak- 
tion mit der den Aktivator bindenden Gruppe des Enzyms. Die 
Wirkungsweise des Hirudins erscheint so dem Kinflusse gewisser 
KiweiBstoffe, darunter des Serumalbumins, auf Pankreastrypsin 
vergleichbar, welche einerseits vermége ihrer bedeutenden Afti- 
nitiitsbeanspruchung die Hydrolyse anderer Proteine zu hemmen?) 
und welche andererseits auch die Aktivierung des Enzyms durch 
die Enterokinase zu beeintrachtigen”) vermégen. 

Dieser Vorstellung entspricht die Beobachtung, daB die Fiahig- 
keit zur Hemmung der Blutgerinnung neben dem Hirudin 


Tabelle 1. 


Proteolytische Substrate und Blutgerinnung. 








(Angaben bedeuten: + = positiv, — = nicht nachweisbar). 
Spaltbarkeit dureh Hemmung 
Substrat . der Blut- 


Try psin—Kinase 'Darmerepsin| gerinnung 


I a “ = 
oem ws 5, al ate 66 “- _ + 
Thymushiston. . . . . + _ 
Pe ke a Ho -. - + *) 
kk we oh me ta “- | — 
Scombrin ..... . -- ~ 


Benzoyl-di-glycin . . . 4- | _ + 
Benzoyl-glycyl-tyrosin . . “+ - 
Phthalyl-dt-glyecin . . . + ~ 
Chloracetyl-tyrosin . . . + on 


Hippursiiure . . . . . _ 
Benzoyl-alanin . . . . -- 
Benzoesiiure .... . — 


Leucyl-glycin . . . . . — 








Glyeyl-tyrosin . 


1!) Vel. R. Willstitter u. H. Persiel, Diese Zs. Bd. 142, S. 245 und 
zwar 8S. 253 (1924/25). 

2) Vgl. E. Waldsehmidt-Leitz u. K. Linderstrem-Lang, Diese 
Zs. Bd. 166, S. 227 und zwar 8S. 229 (1927). 

’) Zufolge W. H. Thompson, Diese Zs. Bd. 29, 5. 1 (1899). 
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einer gréBeren Anzahl anderer proteolytischer Substrate, 
natiirlicher wie auch synthetischer, eigen ist; und es erscheint 
uns bemerkenswert, daB diesen Stoffen, wie Tab. 1 belegt, zu- 
gleich die Eigenschaft der Spaltbarkeit durch aktiviertes 
Pankreastrypsin, Trypsin—Kinase, gemeinsam ist, wiahrend 
andere proteolytische Substrate, beispielsweise die nur durch 
“repsin spaltbaren, ohne deutlichen EinfluB auf die Blutgerinnung 
bleiben. Zu den gerinnungshemmenden Stotfen gehiren danach 
natiirliche Proteine wie Zein, Histon oder die Protamine und 
synthetische Trypsinsubstrate, z. B. acylierte Dipeptide, wahrend 
die acylfreien Dipeptide selbst ohne EinfluB gefunden werden. 

Die Folgerung, die der Ubereinstimmung dieser Kigenschatten 
entspricht, es sei das Enzym der Blutgerinnung, Thrombin, ein 
proteolytisches Enzym von dhnlicher Spezifitét wie Pankreas- 
trypsin und der Vorgang der Blutgerinnung ein proteolytischer 
ProzeB, wirkt iiberzeugend durch den Nachweis, daB von den be- 
kannteren preteolytischen Enzymen Pepsin, Trypsin—Kinase, Tryp- 
sin, Papain und ,.repsin“, deren EinfluB wir gepriift haben, 
allein das aktivierte Pankreastrypsin, T'rypsin—Kinase, die 
Fihigkeit besitzt, die Blutgerinnung zu beschleunigen; wie 
man aus Tab. 2 ersieht und wie im Versuchsteil weiter belegt 
wird, findet man die Gegenwart aller anderen Enzyme fiir die 
Gerinnungsdauer bedeutungslos. 


Tabelle 2. 


Proteolytische Enzyme und Blutgerinnung. 





(Angaben bedeuten: + = positiv, — = nicht nachweisbar.) 
— Beschleunigung 
der Blutgerinnung 
a - 
: Trypsin-Kinase . . . . + 
Trypsin 
ee -- 
puemmerepein”. . =... - 





Nach der angefiihrten iibereinstimmenden Spezifitit scheint 
daher das Enzym der Blutgerinnung mit dem Pankreastrypsin 
verwandt zu sein; man wird zu priifen haben, ob auch der Ahn- 
lichkeit der spezifischen Aktivierung beider Enzyme, die man 
beschreibt, des Thrombins durch die Thrombokinase, des Trypsins 
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durch Enterokinase, eine tiefere Bedeutung zukommt. Die Er- 
klirung der Blutgerinnung als eines spezifischen proteolytischen 
Vorganges wird man nun nicht mehr zu bezweifeln haben; der 
chemische Nachweis der Proteolyse diirfte nur an der Gering- 
fiigigkeit des hydrolytischen Umsatzes bei der Bildung des Blut- 
faserstoffs bisher gescheitert sein. 

Von der Wirkung der proteolytischen Substrate, unter ihnen 
des Hirudins, die man zuriickzufiihren hat auf ihre Affinitéat zum 
Thrombin, vergleichbar etwa der Wirkung des Serumalbumins 
auf Trypsin, wird man die Wirkungsweise eines anderen wichtigen 
natiirlichen Hemmungskoérpers der Blutgerinnung, des Heparins, 
wohl zu unterscheiden haben. Denn dieser Stoff ist nach den 
Untersuchungen von W. H. Howell?) stickstofffrei, nicht eiweib- 
artig, er scheint zur Gruppe der Kohlehydrate zu gehéren; seine 
Aktivitiit wird demgemiB, wie wir beobachten, durch proteoly- 
tische Enzyme nicht zerstért. Wenn sich die von Howell ver- 
tretene und experimentell gestiitzte Auffassung?) bestiitigt, dab 
das Heparin nur die Aktivierung des ‘Thrombins durch die 
Thrombokinase behindere, so bleibt die Frage offen, ob die Hem- 
mung durch Heparin mittels einer Anlagerung an das Enzym 
oder aber an den Aktivator zustande kommt. Auch bei der 
Aktivierung des Pankreastrypsins durch Enterokinase hat man 
verschiedene Arten der Hemmung in dem namlichen Sinne unter- 
schieden*®) oder zu unterscheiden, so den KinfluB von Eiweib- 
stoffen und EiweiBabbauprodukten oder die Hemmung durch 
mehrwertige Alkohole.*) Den vorliegenden Erfahrungen insgesamt °) 
wiirde die Vorstellung gerecht, daB die hemmende Wirkung des 
Heparins auf seiner Reaktion mit der Thrombokinase, die des 
Hirudins und anderer proteolytischer Substrate auf ihrer An- 
lagerung an das Thrombin oder ,,Pro-Thrombin“ beruht. 


) Bull. of the Johns Hopkins Hospital Bd. 42, S. 199 (1928). 

2) W. H. Howell, Amer. Jl. of Physiology Bd. 71, 8S. 553 (1924/25). 

5) Vgl. R. Willstitter u. H. Persiel, Diese Zs. Bd. 142, 8. 245 und 
zwar 8S. 254 (1924/25). 

') Vel. E. Hekma, Jl. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 6, S. 25 (1904); 
E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, 8. 181 und zwar S. 212 
(1923/24). 

*) Vgl. dazu W.H. Howell u. E. Holt, Amer. Jl. of Physiology 
Bd. 47, S. 328 (1918); Bd. 63, S. 434 (1922); Bd. 71, S. 553 (1924/25); sowie 
die Ausfihrungen in C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
5. Aufl., Leipzig 1925, Bd. LI, S. 1198. 
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Uber Blutgerinnung. 
Versuche, 


I. Uber Hirudin. 


1. Bestimmung. 


Fiir die Bestimmung der Blutgerinnung verfiigt man noch 
nicht tiber eine zuverlissige quantitative Methode; denn man 
miBt die Wirkung des Thrombins noch nicht, wie die anderer 
proteolytischer Enzyme, auf Grund chemischer Veriinderungen 
seines Substrates, man muB sich mit der Beobachtung der Aus- 
flockung des Fibrinogens, sei es im Blute selbst, sei es in iso- 
lierter Form, oder der physikalischen Zustandsiinderungen, die 
seiner Gerinnung vorausgehen, begniigen. Die Methode der Be- 
stimmung des Hirudins, die wir nachstehend beschreiben und die 
auch fiir die Messung der anderen gepriiften gerinnungshemmen- 
den Stoffe gedient hat, kann daher noch nicht den Wert eines 
exakten Verfahrens beanspruchen; die aus ihr abgeleiteten Mabe 
fir Menge und Reinheitsgrad des Hemmungsstoffs haben nur die 
Bedeutung, daB sie eine anniihernde Kontrolle der priiparativen 
Vornahmen bei der Reinigung und daB sie eine vergleichende 
Schitzung der Aktivitit verschiedener Priparate gestatten. 

Unter den Methoden zur Bestimmung der Gerinnungsdauer 
erscheint als eine der einfachsten die Beobachtung der Gerinnung 
im Blute selbst?); sofern man fiir die Kinhaltung konstanter Be- 
dingungen auch bei der Blutentnahme Sorge trigt und eine Be- 
rihrung des Blutes mit der Wunde tunlichst vermeidet, liefert 
sie gleichmiBige und reproduzierbare Werte. So liegt der von 
uns befolgten Bestimmungsweise die Messung der Gerinnungszeit 
von Ziegenblut im Reagenzglase zugrunde, die wir unter den 
angewandten Bedingungen bei mehreren Versuchstieren nahezu 
konstant gefunden haben; als Kriterium jfiir das Kintreten dex 
Gerinnung des Blutes diente seine véllige Erstarrung. 

; Ausfihrung der Bestimmung. Die zur Analyse be- 
stimmte Probe der Hirudinlisung (in der Regel 0,1—0,2 ccm) 
wurde mit 0,9°/,iger Kochsalzlésung auf 1,0 ccm verdiinnt, in 
graduierten Reagenzgliischen im Thermostaten auf 37° vorgewirmt 
und mit 4,0 ccm mittels Kaniile frisch aus der Halsvene ent- 
nommenem Ziegenblute durch einmaliges rasches Umschwenken 
vermischt; man maB dann an der in den Thermostaten ver- 


") Vgl. die Ausfiihrungen bei G. Lehmann in C. Oppenheimer, 
Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., Leipzig 1929, Bd. IIT, 8. 14304. 
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brachten Probe die bis zur volligen Erstarrung der Mischung er- 
forderliche Zeit. 

Zu jeder Analyse wurde eine Leerbestimmung mit der 
Mischung von 4,0 ccm Blut und 1,0 ccm 0,9°/,iger Kochsalz- 
lésung ausgefihrt, deren Gerinnungszeit sich mit geringen Schwan- 
kungen stets zu 5 Minuten ergab. 

Fiir die Messung der Hirudinmengen dienten die empirisch 
ermittelten Beziehungen zwischen Hirudinmenge und Gerinnungs- 
zeit, welche sich als weitgehend unabhingig vom Reinheitsgrade 
des Hemmungsstoffs erwiesen; sie sind nachstehend in ‘Tab. 3 
sowie durch die Figur wiedergegeben. 


Tabelle 3. 


Hirudinmenge und Gerinnungszeit. 
(Hirudinlisung, durch Fiillung mit Alkohol aus Blutegelauszug und Auf- 
lésen in Wasser bereitet, mit 0,9°/,igem NaCl auf 1,0 cem_ verdiinnt; 
4.0 eem Ziegenblut.) 























Hirudinlésung Gerinnungszeit 
angew. ccm Min. 

0 A) 
0,05 11 
0,10 23 
0,15 39 
0,20 8 
0,25 79 

60° 

. 

30° 

0 10 15 HE. 


Hirudinmenge und Gerinnungszeit. 


Als MaB& der Hirudinmenge dient die ,Hirudin-Kinheit 
(H.-(e.))“, d.i. diejenige Menge, welche unter den fiir die Be- 
stimmung gewiihlten Bedingungen eine Verzégerung der Gerinnung 
von 4,0 ccm Ziegenblut mit der normalen Gerinnungszeit von 




















uf- 


nt; 


eit 














Uber Blutgerinnung. 47 


5 Minuten um 25 Minuten, also eine Gerinnung nach 30 Minuten 
bewirkt. 

Als MaB fiir die Konzentration des Hirudins, den Reinheits- 
grad, dient der ,Hirudin-Wert (H.-(w.))*, naémlich die Anzahl 
Hirudineinheiten in 1 g Priparat. 


2. Darstellung der Rohausziige. 


Die in der Literatur angefiihrten Verfahren zur Extraktion 
des gerinnungshemmenden Stoffes aus den Blutegeln beschriinken 
sich auf die Anwendung verdiinnter Kochsalzlésungen nach dem 
Beispiele yon F. Franz’), auf dessen Untersuchung auch die 
Feststellung zuriickgeht, daB das Hirudin sich in den Lippen 
und den Schlundringen der Tiere lokalisiert finde. Veriinde- 
rungen in der Wahl des Extraktionsmittels, welche willkiirlich 
erscheint, hat man nicht vorgenommen, einen Vergleich der Wirk- 
samkeit verschiedenartiger Extrakte nicht angestrebt. 

Das eingeschlagene Verfahren ist indessen nicht das zweck- 
miBigste. Der Vergleich von Hirudingehalt und Reinheitsgrad 
in den verschiedenen gepriiften Ausziigen, mittels wiBriger und 
alkoholhaltiger Essigsiure, mit waBrigem Ammoniak und mit 


Tabelle 4. 


Vergleich verschiedener Extraktionsmittel. 


(Blutegelképfe (bis zum 7. Schlundringe einschlieBlich) mit Sand zerrieben, 

mit wechselnden Mengen Extraktionsmittel vermischt und 4 Stunden auf 

der Maschine geschiittelt; nach Filtration, bzw. Abschleudern vom Un- 

gelésten: a) (Versuch 1) mit der 3 faechen Menge absolutem Alkohol gefillt, 

Niederschlag in Wasser gelést, b) (Versuche 2 und 3) Lésung mit ver- 

diinntem NH,, bzw. HCl neutralisiert, c) (Versuche 4 und 5) ohne weitere 
Vorrahmen analysiert. ) 


























S - ; 
V oO 5 aS t a |< a 2 2 5 ~ 
vi Extraktionsmittel “0 z. 5 E Pie 2 _ s ae = 3 
| “ee is “ee [eeet 
2. all = Be 
1 | 50°,iger Alkohol | 2 0,10 23 12,6 53,2 316 
2 0,02 n-Essigsiure 2 0,10 9 9,5 36,2 180 
3 0,02 n-Ammoniak 2 0,10 14 15,7 144,7 77 
4 87 °/,iges Giycerin | 3 0,05 30 48,0 50,4 795 
5 desgl. 5 0,05 34 85,8 — — 


1) Arch. f. exper. Path. Bd. 49, S. 342 (1903). 
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? 


Glycerin, hat uns belehrt, daB fiir die Ausbeute und fiir die 
Konzentration des Hirudins die wiibrigen Extraktionsmittel viel 
ungiinstigere sind. Wenn es sich zeigt, daB dem _ tierischen 
Material mit wiBrigen Agenzien, mit schwacher Siure oder ge- 
lindem Alkali, nur ein geringer Bruchteil des Hirudins, zudem 
durch viel Ballast verunreinigt, entzogen wird, so wird man der 
Anwendung des Glycerins, dessen Wirkung bei weitem die spezi- 
tischste ist, fiir die Extraktion des Hirudins. wie fiir die vieler 
Knzyme, den Vorzug geben. Fiir die Versuche zur Reinigung 
und Beschreibung des Hirudins, von denen wir in dieser Ab- 
handlung berichten, haben wir uns daher ausschlieBlich der 
Glycerinextrakte aus Blutegeln bedient. 

Die Wirksamkeit der verschiedenen gepriiften Extraktions- 
mittel, an Menge und Reinheitsgrad des gelésten Hirudins ge- 
messen, ist in der vorstehenden Tab. 4 veranschaulicht. 


3. Kigenschaften des Hirudins. 
Fillungsreaktionen. Unter den Fillungsreagenzien haben 
wir einige der zum Nachweis von Eiweifstoften gebriuchlichen, 
darunter Gerbsiiure, Pikrinsaiure, Pikrolonsiiure, Flaviansiure sowie 
Quecksilber- und Uransalz an rohen und gereinigten Loésungen 
des Hirudins vergleichend gepriift. Allein von den beobachteten 
Fillungen, die wie die mit Schwermetallsalzen erhaltenen in den 


Tabelle 5. 
Fiillbarkeit von Hirudin wechselnden Reinheitsgrads durch Schwermetallsalze. 
(Gepriifte Hirudinlésungen: Lésung I: Glycerinauszug aus_ Blutegel- 
képfen; Lisung II: Glycerinauszug, gereinigt durch Behandlung mit Kaolin 
(bei saurer Keaktion), Adsorption des Hirudins an Tonerde (bei saurer 
Reaktion), Elution mit Na,HPO, und durch erneute Behandlung der Tonerde- 
elution mit Kaolin (bei saurer Reaktion); Lésung III: Aus Lisung IT durch 
Fillung mit Alkohol und Wiederauflésen in Wasser gewonnen; neutrale 
Lisungen gefillt mit 1°/,igen Lésungen der Reagenzien in geringem Uber 
schub; Fiallungsmutterlaugen bestimmt nach dem Abschleudern der Nieder- 
schliige in der Zentrifuge, Niedersehliige nach Lisen in verdiinntem NH,: 
Angaben bedeuten den Gehalt der Analysenprobe von 0,20 cem an H.-(e.)). 





Hirudin- Uranylacetat Sublimat Bleiacetat 
lise Gehalt 
dsung Mutterl. Fillung|Mutterl. Fiillung| Mutterl. Fallung 
Lésung | 0,75 0,00 — 006 | — — | — 
Lésung II 0,67 0,22 0,43 0,16 0,33 0,33 0,16 
Lisung III 0,78 0,43 0,43 0,40 0,16 0,56 0.23 
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Rohausziigen sehr betrichtliche sind und die hier noch den groBten 
Teil des Hirudins enthalten, diirfte keine fiir das Hirudin selbst 
charakteristisch sein; denn in den gereinigten Lésungen des 
Hemmungsstoffs, beispielsweise in den der Adsorption mit Kaolin 
und dann mit Tonerde unterworfenen, die von den gepriiften 
Fallungsmitteln allein mit Quecksilber-, Blei- und Uransalz noch 
eine geringe Niederschlagsbildung zeigen, ist das Hirudin, wie die 
Versuche der Tabelle 5 belegen, nur noch teilweise fillbar. Die 
beobachtete Fiilllbarkeit ist daher nur der Gegenwart von Begleit- 
stoffen zuzuschreiben, welche das Hirudin mechanisch oder adsorptiv 
gebunden mit sich fiihren; in weiter gereinigten Hirudinlésungen 
wird man sie gar nicht mehr wahrnehmen kénnen. 
Adsorptionsverhalten. Die Adsorption der Hirudinlésungen 
mit Tonerde und Kaolin dient zur Reinigung des wirksamen Stofis; 
sein Verhalten gegeniiber diesen Reagenzien findet man einiger- 
maBen unabhiingig vom Reinheitsgrad, es scheint durch Begleit- 


Tabelle 6. 
Adsorptionsverhalten und Reinheitsgrad. 
(Glycerinauszug, durch Behandlung von 100 g Blutegelképfen mit 300, 
bzw. 500 g &7°/, igen Glycerin bereitet und mit dem gleichen Volumen Wasser 
verdiinnt; gereinigte Lésung entsprechend dem in Tab. 5 fiir die Darstellung 
der Lésung III beschriebenen Verfahren gewonnen; Adsorbenzien angewandt 
in wiBriger Suspension, Angaben bedeuten mg AI,O,, bzw. Fe,O,, bzw. 
BeO; Elutionen dargestellt nach Waschen der Adsorbate mit Wasser). 














_ Angew. Angew. a di aoc 
irudinlésung ) Ad Angew. Eluens 0 
eem | H.-(e.) Adsorb. mg sea er Elut. 
Ie.-Ausz. 1:3] 5,0 | 38,0 | Tonerde C, 24,0) 7,0 1°/,-(NH,), HPO, 32 72 
” ” 5,0 | 38,0 ” | 24,0) 4,7 ” 0 90 
% 5,0 38,0 Kaolin =| 77,5] 7,0 93 3 
» | 5,0 38,0 ™ | 77,5] 4,7 ” 97 0 
Ive-Ausz. 1:5] 5,0 | 43,5 | Tonerde C, | 24,0) 4,7 0,1°',-Na,HPO, 0 58 
- ‘ 5,0 61,5 Kaolin = | 77,5] 4,7 ~- 69 _ 
ein. Lésung | 3,0 21,6 | Tonerde C, | 32,0} 7,0 — 29 
- 3,0 21,6 Kaolin 116 | 4,7 — 77 
™ 3,0 21,6 | Ferrihydr.') | 49 | 7,0 27 —- 
- 3,0 21,6 | Berylloxyd’)| 9,7} 7,0 | { - 











1) Dargestellt nach R. Willstitter, H. Kraut u. W. Fremery, 
Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1491 und zwar 8. 1498 (1924). 

2) Durch Fiallung von BeCl,-Lésung mit verdiinntem NH, in geringem 
UberschuB und Auswaschen mit Wasser bereitet. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXAIII. 
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stofie, wenigstens qualitativ, nicht wesentlich beeinfluBt. So gilt 
die Erfahrung, daB das Hirudin von Tonerde der angewandten 
Sorte (C,) ziemlich leicht, am starksten bei saurer Reaktion auf- 
genommen wird, wahrend seine Adsorption durch Kaolin unerheblich 
bleibt und nur dem Kinflusse adsorbierbarer Beimengungen zu- 
zuschreiben ist, fiir’ die rohen wie fiir die weitgehend gereinigten 
Lisungen (‘l'ab. 6). Auch ist den Beobachtungen iiber die A bhingig- 
keit der Hirudinadsorption in reineren Loésungen von der Menge 
des Adsorbens, Tonerde oder auch Kisenhydroxyd, zu entnehmen, 
daB von den ersten Anteilen der Adsorbenzien vorwiegend das 
Hirudin aufgenommen wird, wihrend eine Adsorption von Begleit- 
stoffen neben der des Hirudins erst bei Anwendung gréBferer 
Mengen Adsorbens erfolgt (Tab. 7); fiir die Steigerung des Reinheits- 
grades sollte danach eine Beschriinkung der Adsorption auf die 
leichtest adsorbierbaren Anteile des Hirudins am giinstigsten sein." 
Aus den Adsorbaten an Tonerde lift sich das Hirudin durch 
Kinwirkung alkalischer Mittel, z. B. von Alkaliphosphat, in guter 
Ausbeute eluieren. 
Tabelle 7. 
Tonerdemenge und Adsorptionsgrad in gereinigter Lésung. 

( Angewandte Lisung [38,0 cem mit 21,6 H.-(e.)] entsprechend Lésung III 
aus Tab. 5 dargestellt; p,;; = 7,0; Tonerde iG, (1,0 cem = 16,0 mg Al,O,); 
Adsorptionsgrad ermittelt aus dem Gehalt der Adsorptionsmutterlauge). 











Tonerdemenge Adsorbiert 

mg Al,Os H.-(e.) o/, 
0,8 3.8 18 

1,6 4,9 23 

4,8 7,8 | 86 

8,0 9,0 42 

10,2 12,2 57 

14,4 12,9 60 

17,6 15,0 70 





Bestindigkeit. Die Bestindigkeit des Hirudins, nicht nur 
in Trockenpriiparaten oder glycerinhaltigen Ausziigen, auch in 
rein wiibriger Loésung, ist eine verhaltnismiBig hohe; es ist 
bemerkenswert, daB neutrale wiBrige Losungen auch des gereinigten 
Hirudins selbst beim Kochen ihre gerinnungshemmende Wirkung ' 


1) Vel. die Ausfiihrungen ,,Uber Enzymadsorption“ von H. Kraut und 
k. Wenzel, Diese Zs. B. 138, 8S. 1 (1924). 
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nur allmahlich einbiiBen. Dieses Verhalten, fiir das sich schon in 
der Untersuchung von F. Franz’) Belege finden, erleichtert die 
priparative Reinigung. Gleichwie die Kigenschaft der Dialysier- 
barkeit durch tierische Membran, die man, wenn auch in geringem 
Umfange, bemerkt, deutet die betriichtliche Bestiindigkeit beispiels- 
weise gegeniiber Temperaturerhéhung auf eine von der der genuinen 
KiweiBstoffe abweichende Struktur; diese diirfte vielmehr der eines 
hdheren Peptides nahekommen. 

Wir veranschaulichen die Haltbarkeit gereinigter Hirudin- 
lésungen bei gewohnlicher Temperatur und wechselnder Reaktion 
und beim Kochen in den nachstehenden Tabellen 8 und 9. 


Tabelle 8. 


Bestiindigkeit von Hirudinlésung bei Zimmertemperatur. 
(Lésung aus Glycerinauszug durch Behandlung mit Kaolin (bei saurer 
Reaktion), Adsorption des Hirudins (bei saurer Reaktion) an Tonerde und 
Elution mit Na,HPO, gewonnen; Angaben bedeuten den Gehalt von 5 cem 
der Lésung). 








Gehalt (H.-(e.)) 
Reaktion der Lésung insist 
zu Beginn nach 1 3 6 Tagen 
Pu <= 7,0 . ° . ° . 58 60 | 52 34 
Po = 7,0 (30°/, Glycerin enth.) 58 BB 58 -- 
TS eee, 38 
Pa = 10,0 . . . . ° . . . 58 | 43 38 | eee 
ee 58 | (52 40 | 38 


Tabelle 9. 


Kochbestindigkeit von Hirudinlésung. 
Hirudin entspr. Lésung III aus Tab. 5 dargestellt, aber in 0,9°/, NaCl 
gelést; py = 7,0; in kochendem Wasser gehalten; Angaben beziehen sich 
auf den Gehalt der Analysenprobe von 0,10 cem). 





Kochdauer | Hirudingehalt | Abnahme 
Stdn. H.-(e.) "a 
0 0,56 _ 
1 0,38 32 
2 0,22 60 
4 0 100 








Einwirkung proteolytischer Enzyme. Das Verhalten 
des Hirudins bei der EKinwirkung einheitlicher proteolytischer 





') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 49, S. 342 (1903). 
4 ae 
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Enzyme ist sehr charakteristisch: unabhingig von dem gepriiften 
Reinheitsgrad verschwindet die gerinnungshemmende Wirkung der 
Hirudinlésungen bei der Behandlung mit Pepsin, mit Trypsin— 
Kinase und mit Papain—Blausiiure, wiihrend sie bei der EKin- 
wirkung von enterokinasefreiem ‘Trypsin wie von ,,Darmerepsin“, 
dem Gemisch von Dipeptidase und Polypeptidase aus Darm- 
schleimhaut!), vollstiindig, bei der des Papains zum gréBten Teile?) 
erhalten bleibt. Die Vorstellung, es sei das Hirudin ein Eiweib- 
abkémmling von Typus der héheren, etwa der durch Trypsin— 
Kinase spaltbaren Peptide, griindet sich auf diese spezifische 
Zerstirbarkeit, die man wohl auf eine Hydrolyse des wirksamen 
Stoffes selbst, wenn nicht auf den Abbau eines fiir seine Wirkung 
unentbehrlichen eiweibartigen Triigers zuriickzufiihren hat. Wir 


Tabelle 10. 
Hirudin und proteolytische Enzyme. 
(Gereinigtes Priparat entspr. Lisung III aus Tab. 5 gewonnen; Enzym- 
einwirkung jeweils bei optimalem p;; und einem Gesamtvolumen von 5,0 ccm 
und bei 30° vorgenommen; Bestiindigkeit des Hirudins bei dem angewandten 
py dureh gleichlaufende Kontrollversuche sichergestellt). 





Ein- Hirudingehalt 
Hirudin- , Angew. wirk- ((H.-e.)) = 
a Enzym eit. ay nahme 
losung ' Enz.-Einh. | ung nach der 6) 
Stdn.} YF | Kinwirkung 7 
miyecie- | en © ee Be) 9,6 0 100 
auszug Kinase : ' 
- Trypsin - 3 9,6 10,0 0 
- Darmerepsin {0,00057 Er.-E.| 4 7,6 7,3 4 
Gerein. Priip.| Pepsin) 0,10 g 4 6,1 1,1 82 
Sian 2,7 T.-(e.) | 4 6,1 0 100 
m Trypsin - 4 6,7 6.9 0 
™ Darmerepsin] 0,0010 Er.-E.| 4 6,1 6.3 0 
Papain 100 4 13,4 9,4 30 
Papain-HCN 100 4 6,7 0 100 

















') Vel. E.Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls und J.Waldschmidt- 
(yraser, Chem. Ber. Bd. 62, S. 956 (1929). 

*) Die teilweise Zerstérung auch durch das _ nichtaktivierte Papain 
diirfte auf einen geringen Gehalt des angewandten kiuflichen Enzym- 
materials an natiirlichem Aktivator zuriickzufiihren sein [vgl. dazu O. Ambros 
und A. Harteneck, Diese Zs. 181, S. 24 (1928/29)). 

') In lamellis (Merck). 
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belegen unsere Beobachtungen, die an einem Glycerinauszug wie 
an einem weitgehend gereinigten Priiparate ibereinstimmend 
gewonnen worden sind, vorstehend in Tabelle 10. 


4. Verfahren der Reinigung. 


Das Verfahren zur Reinigung des Hirudins in den Koh- 
ausziigen aus Blutegelkiépfen, das sich bewihrt hat, griindet sich 
auf die Anwendung von <Adsorptionsmitteln. Es bestebt in einer 
wiederholten Abtrennung unwirksamer Begleitstoffe mittels Kaolin 
und in der Adsorption des Hirudins selbst an Tonerde, aus 
welcher sich der wirksame Stoff mit alkalischen Mitteln freilegen 
und sodann durch Fiallung mit Alkohol und Ather in trockener 
Form gewinnen 1iBt. Der Wechsel in der Natur des Adsorptions- 
mittels gestattet eine erhebliche Steigerung des Reinheitsgrades; 
dieser entsprach in den so gereinigten Priiparaten nach der 
Fallung mit Alkohol in mehreren Beispielen dem Hirudin- Werte 
H.-(w.) = 950 bei einer Gesamtausbeute von etwa 30°/,. Wir 
beschreiben das Verfahren nachstehend an einem charakteristischen 
Beispiel. 

Beispiel fiir die Reinigung. 

Erste Adsorption mit Kaolin. 50cem Glycerinauszug aus Blutegel- 
k6pfen (1:5) mit 890 H.-(e.) (0,05 ecm: 25 Min, Ger.-Zt.: 0,89 H.-(e.)) wurden 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, mit 5,0 ccm n-Acetatpuffer von 
Py = 4,7 versetzt und mittels 20 cem Kaolinsuspension (= 1,55 g) einer 
Voradsorption unterworfen. Die vom Adsorbate in der Zentrifuge abgetrennte 
Adsorptionsmutterlauge enthielt in 114 cem noch 560 Il.-(e.) (0,20 cem: 
29 Min. Ger.-Zt.: 0,97 H.-(e.)), d. i. 63°/, der Ausgangslisung. 

Adsorption an Tonerde und Elution. Aus der sauren Mutterlauge von 
der Kaolinadsorption (114 ccm) adsorbierte man das Hirudin dureh Behand- 
lung mit 30 cem Tonerdesuspension C, (= 0,480 g Al,O,) und eluierte das 
Adsorbat mit insgesamt 100 cem 0,19/,igem Na,HPO,. In der Elution fanden 
sich in 96 ecm noch 374 H.-(e.) (0,20 cem: 21 Min, Ger.-Zt.: 0,78 H.-(e.)), 
d.i. 67°/, der Hirudinmenge vor der Tonerdebehandlung, wiihrend die Mutter 
lauge der Tonerdeadsorption keine gerinnungshemmende Wirkung mehr 
aufwies. 

Zweite Adsorption mit Kaolin. Die mit Essigsiiure neutralisierte und 
durch Zusatz von 5,0 cem n-Acetatpufier auf py = 4,7 eingestellte Tonerde 
elution (100 cem) unterwarf man einer nochmaligen Behandlung mit Kaolin 
(5,0 cem Suspension = 0,388 g); in der mittels der Zentrifuge abgeschleuderten 
und mit n-NaOH neutralisierten Mutterlauge (100 cem) waren noch 288 
H.-(e.) (0,20 cem: 14 Min. Ger.-Zt.: 0,56 H.-(e.)) enthalten, d.i. 77°/, von der 
Hirudinmenge in der Tonerdeelution. 

Gewinnung des Trockenpriiparats. Die Mutterlauge der 2. Kaolin- 
adsorption (100 ccm) engte man bei 10—15° im Hochvakuum auf ein geringes 
Volumen (etwa 5 ccm) ein und fiillte daraus das Hirudin mittels 100 cem 
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absolutem Alkohol + 100 ecm Ather aus. Die iiber Nacht unter Alkohol- 
Ather aufbewahrte Fillung trennte man in der Zentrifuge ab und wusch 
sie in den Zentrifugenglisern mit absolutem Alkohol und dann mit Ather: 
sie betrug, im Exsiceator getrocknet, 0,270 g und enthielt noch 256 H.-(e.) 
(0,8 mg, in 0,20 cem H,O gelést: 20 Min. Ger.-Zt.: 0,76 H.-(e.)), also 29°), 
von der Hirudinmenge im Glycerinauszug. Der Reinheitsgrad des Priparates 
entsprach danach dem Hirudinwert H.-(w.) = 950. 


II. Uber Heparin. 
1. Zur Bestimmung. 


Zur Bestimmung des Heparins, des spezifischen Hemmungs- 
stoffs der Blutgerinnung aus tierischer Leber, verfuhren wir in 
derselben Weise wie fiir Hirudin beschrieben. Es ist bemerkens- 
wert, dab die Beziehungen zwischen Menge des Hemmungsstoffs 
und Gerinnungszeit, wie sich aus den Versuchen der Tab. 11 er- 
gibt, fiir Heparin wie fir Hirudin die namlichen sind. Allein der 
Mechanismus der Blutgerinnung und ihrer Beeinflussung durch 
Heparin erscheint noch zu wenig geklart, um die Ahnlichkeit im 
Leistungsvermégen der beiden Hemmungskorper etwa im Sinne 
einer funktionellen Ubereinstimmung zu deuten. 


Tabelle 11. 


Gereinigte Heparinlésung aus Hundeleber, 0,9°/, NaCl enthaltend; 4,0 cem - 


Ziegenblut; Heparin mit 0,9°/, NaCl auf 1,0 cem verdiinnt; 37°). 





Heparinlésung | Gerinnungszeit (Min.) Gerinnungszeit (Min.) 
angew. ccm beob. zufolge Fig. 1 (Hirudin) ber. 
0 D aie 
0,05 10 11 
0,10 22 23 
0,15 39 39 
0,20 60 58 








Die fiir Menge und Konzentration des Heparins gewihlten 
Mage, die zur Kontrolle seiner priiparativen Reinigung gedient 
haben, sind daher denen des Hirudins nachgebildet. So ist die 
,»Heparin-Kinheit (Hep.-(e.))“ als diejenige Heparinmenge 
definiert, welche unter den in Kap. I, Abschnitt 1 angefiihrten 
Bedingungen eine Verzégerung der Gerinnung von 4,0 ccm Ziegen- 
blut mit der normalen Gerinnungszeit von 5 Minuten um 25 Minuten, 
also eine Gerinnung nach 30 Minuten bewirkt. Als MaB fiir den 
Reinheitsgrad dient der ,Heparin-Wert (Hep.-(w.))“, d. i. die 
Anzahl Heparin-Einheiten im Gramm. 
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2. Zur Darstellung und Reinigung des Heparins. 


Fiir die Reinigung und Beschreibung des Heparins sind die 
Untersuchungen von W. H. Howell?) vorbildlich geworden. Wenn- 
gleich die Reinigung des Heparins in den letzten Arbeiten Ho- 
wells schon bis zu hohen Reinheitsgraden vorgeschritten ist, die 
eine vorliufige chemische Kennzeichnung des Stofies zu erlauben 
scheinen, so mag es doch nicht iiberfliissig sein, zu seiner Dar- 
stellung und Beschreibung einige neue Beobachtungen beizutragen. 

Das Verfahren zur Bereitung roher Heparinlésungen nach 
Howell?), das die Gewinnung des Hemmungsstoffes aus Hundeleber 
betrifft, haben wir im wesentlichen befolgt. Zur weiteren Reinigung 
des Heparins, die in den Untersuchungen von Howell mit Hilfe 
von Fallungsmitteln bewirkt wird, haben wir die Anwendung von 
Adsorptionsmitteln vorgezogen, welche verhiltnismiBig rasch und 
miihelos zu uihnlichen Reinheitsgraden fiihrt. 

Die von Howell fiir die Darstellung des Heparins verdéffent- 
lichten Beispiele beschriinken sich auf die Verarbeitung von Hunde- 
leber, die auch fir die Gewinnung reinerer Priiparate vornehmlich 
geeignet sein soll.*) Es hat sich in vergleichenden Versuchen mit 
Lebern verschiedener ‘Tierarten bestiitigt, daB schon die rohen 
Leberausziige beim Hunde, wenn auch nicht heparinreicher, so 
doch viel reiner sind. Die bedeutende Menge an Begleitstoffen, 
die beispielsweise in den Rohausziigen aus Schweineleber den 
Reinheitsgrad des Heparins herabsetzt, erschwert auch seine 
weitere Reinigung und macht sie umstiindlich; so haben wir auch 
in den reinsten erhaltenen Priparaten vom Schweine nach einer 
grdBeren Anzahl von Adsorptions- und Fiallungsvornahmen nicht 
die Konzentration der nur mit Tonerde gereinigten Priiparate aus 
Hundeleber erreicht. 

Tabelle 12 veranschaulicht den Erfolg der erzielten Reinigung, 
an der Steigerung des Heparin-Wertes gemessen, bei Priiparaten 
aus Hunde- und Schweineleber und vergleicht sie mit der Kon- 
zentration von kiuflichem, gereinigtem Heparin‘); anschlieBend be- 
schreiben wir den Gang der Reinigung an je einem charakte- 
ristischen Beispiel fiir die Darstellung aus Hund und Schwein. 





1) W. H. Howell u. E. Holt, Amer. Jl. of Physiol. Bd. 47, S. 328 
(1918); W. H. Howell, ebenda Bd. 63, 8. 434 (1922); Bd. 71, 8. 553 (1924/25); 
Bull. of The Johns Hopkins Hospital Bd. 42, 8. 199 (1928). 

*) Amer. Jl. of Physiol. Bd. 63, 8. 434 (1922). 

5) Zufolge einer Privatmitteilung von Herrn Prof. Dr. W. H. Howell. 

*) Hergestellt von der Firma Hynson, Westcott und Dunning, Baltimore. 
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Tabelle 12. 


Reinheitsgrad von Heparin aus Hunde- und Schweineleber. 











arias arenes: Stufe der Reinigung Hep.-(w.) 
Nr. material 
la Hundeleber Ammoniak, Auszug, n, 3 mal. Aceton- 
fillung (Rohauszug). . . .. . 512 
lb " Rohauszug n. Adsorption an Tonerde 5200 
le . Rohauszug n. 2mal. Ads. an Tonerde 7000 
2 " Kiiufliches Priparat . .... . 4550 
3a | Schweineleber | Ammoniak. Auszug, n. 3mal, Aceton- 
fillung (Rohauszug). . ... . 56 
3b ‘ Rohauszug n. Kaolinads. u. Alkohol- 
fillung (neutr.) . . .... . 93 
3¢ - Prip. 3b n. Fillung m. Alkohol (sauer) 1400 
3d . Priip. 3¢ n. Kaolinads. u.Ads.an Tonerde} 2210 





Beispiel fiir die Reinigung aus Hundeleber. 


Extraktion der Leber; Fillung mit Aceton. 100 g der entbluteten, 
in der Fleischmaschine zerkleinerten und auf Glasplatten in einem Luftstrom 
von 55—60° getrockneten und gepulverten Leber extrahierte man durch 
15 Minuten langes Verreiben und Anschiitteln mit 500 cem n. Ammoniak. 
Aus dem in der Zentrifuge abgetrennten Auszug (320 cem) fillte man das 
Heparin mit dem 5fachen Volumen Aceton. Aus der Acetonfillung fihrte 
man es mit 250 cem 0,5 n-NH, wiederum in Lésung iiber und fallte nach 
dem Abtrennen vom Ungelésten nochmals wie oben mit Aceton. Nach einer 
abermaligen Wiederholung dieser Operationen, also nach 3maliger Extraktion 
und Fillung mit Aceton, nahm man zuletzt in 250 cem 0,5 n-NH, auf und 
neutralisierte den erbaltenen Auszug mit verdiinnter Essigsiiure (Rohauszug). 
Er enthielt insgesaint 1075 Hep.-(e.) (0,20 cem: 24 Minuten Ger.-Zt.: 0,86 
Hep.-(e.)) vom Heparin-Werte Hep.-(w.) = 512 (2,0 ecm mit 8,6 Hep.-(e.): 
0,0168 g Trockensubstanz). 

Erste Adsorption an Tonerde. 250 ccm Rohauszug (init 1075 Hep.-(e.)), 
mit 37,5 cem n-Acetatpuffer von py = 4,7 versetzt, behandelte man mit 
12,5 cem Tonerde C, (= 0,3125 g Al,O,) und eluierte das in der Zentrifuge 
abgetrennte und gewaschene Adsorbat mit 250 cem 0,1 n-NH,. In der 
Adsorptionsmutterlauge (290 cem) fanden sich noch 232 Hep,-(e.) (0,20 ccm: 
7 Minuten Ger.-Zt.: 0,16 Hep.-(e.)), d. i. 22°), und in der mit verdiinnter 
Essigsiiure neutralisierten Elution (250 cem) noch 725 Hep.-(e.) (0,20 ecm: 
15 Minuten Ger.-Zt.: 0,58 Hep.-(e)), d.i. 67°/,. Der Reinheitsgrad der Elution 
entsprach dem Heparin-Werte Hep.-(w.) = 5200 (5,0 cem mit 14,5 Hep.(e.): 
0,0028 g¢ Trockensubstanz). | 

Zweite Adsorption an Tonerde. 245 cem der Elution von der ersten 
‘Tonerdeadsorption (mit 710 Hep.-(e.)) unterwarf man nach Zusatz von 35 ecm 
n-Acetatpuffer (py, = 4,7) erneut der Behandlung mit 12,5 eem Tonerde- 
suspension ©, (= 0,3125 g Al,O,) und eluierte das Adsorbat wie oben mit 
250 ccm 0,1 n-NH,. In der Adsorptionsmutterlauge war kein Heparin 
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mehr nachzuweisen, wiihrend die Elution noch insgesamt 650 Hep.-(e) 
(0,20 ecm: 13 Minuten Ger.-Zt.: 0,52 Hep.-(e.)), d. i. 60°/, von der Menge im 
_— Rohauszug enthielt. Der Reinheitsgrad des Heparins in der Elution war 
auf den Heparin-Wert Hep.-(w.) = 7000 gestiegen (20,0 ecem mit 52 Hep.-(e.): 


WwW.) m a 
0,0074 g ‘I rockensubstanz). 
Beispiel fiir die Reinigung aus Schweineleber.') 
) 
| Zur Trocknung der Leber und Darstellung des Rohauszugs verfuhr man, 


, wie fiir den Auszug aus Hundeleber beschrieben. 


Kaolin-Adsorption und Alkoholfillung. 100 cem Rohauszug enthielten 
| 480 Hep.-(e.) vom Hep.-(w.) 56 (0,20 ecem: 28 Minuten Ger.-Zt.: 0,96 Hep.-(e); 
2,0 cem mit 9,6 Hep.-(e.): 0,1846 ¢ Trockensubstanz). Man verdiinnte sie 
mit 200 ccm 0,04 n-Essigsiure und behandelte sie mit 20 ccm Kaolin- 
suspension (= 1,55 g). Aus der abgeschleuderten und mit NH, neutrali- 
sierten Mutterlauge fallte man durch Zusatz von 200 cem 96°/,igem Alkohol 
(Alkoholkonzentration = 38°/,) einen Teil der unwirksamen Begleitstotfe; die 
alkoholische Mutterlauge (310 ccm) wies noch 446 Hep.-(e.) vom Hep.(w.) 93 
auf (0,30 ecm: 11 Minuten Ger.-Zt.: 0,43 Hep.(e.); 4,0 cem mit 5,7 Hep.-(e.): 
0,0613 g Trockensubstanz), d. i. 93°/, der Heparinmenge vor der Kaolin- 
behandlung. Nun schlug man aus der alkoholhaltigen Lésung das Heparin 


on, durch Zusatz von 1,5 ccm Eisessig nieder, liste den in der Zentrifuge ab- 
ym getrennten Niederschlag mittels 100 cem 0,1 n-NH, und neutralisierte die 
ch Lésung mit konzentrierter Essigsiiure; durch Kieselgurhaut geklirt, enthielt 
uk. sie in 100 eem noch insgesamt 190 Hep.-(e.) (0,20 cem: 10 Minuten Ger.-Zt.: 
as 0,38 Hep.-(e.)), also noch 40°/, von der Heparinmenge im Rohauszug; der 
‘te Reinheitsgrad war betriichtlich gesteigert, entsprechend Hep.-(w.) = 1400 
eh (2,0 cem mit 3,8 Hep.-(e.): 0,0027 g Trockensubstanz). 
er Adsorption an Tonerde. 95 cem der Lésung des Alkoholniederschlags 
on (mit 180 Hep.-(e)) unterwarf man bei neutraler Reaktion der Adsorption mit 
id 10 cem Kaolinsuspension (= 0,776 g) und nahm dann aus der mit 1,4 cem Eis- 
x), essig angesiiuerten Mutterlauge vom Kaolin die ganze, noch vorhandene 
86 Menge des Heparins mit 8,0 cem Tonerde C, (= 0,136 g Al,O,) auf; das das 
pe Heparin enthaltende Tonerdeadsorbat wurde zweimal mit je 30 eem 0,1 mol. 
‘NH,),HPO, eluiert. Aus der mit Magnesiumacetat + Ammonacetat vom 
), Phosphat befreiten Elution gewann man durch wiederholtes Kindampfen 
‘it zur Trockene im Vakuum 40,7 wg salzfreies Trockenpriiparat mit einem 
re Gehalte von 90 Hep.-(e.) (0,30 mg, in 0,10 cem H,O gelést: 17 Minuten 
er Ger.-Zt.: 0,66 Hep.-(e.)), d.i. 19°), vom Heparin im Rohauszug. Der Reinheits- 
i: grad des Priiparates entsprach danach dem Heparin- Werte Hep.-(w.) = 2210. 
er 
us «3. Heparin und proteolytische Enzyme. 
0 


): In“den Untersuchungen von W. H. Howell’) wird das Heparin 
als eine stickstofffreie Substanz, als ein Derivat der Glukuron- 

n ren 

n | ) Die fabrikatorische Herstellung des Heparins aus Schweineleber 

. nach unseren Angaben hat die Chemische Fabrik Promonta, Hamburg, 

it ibernommen. 

*) Bull. of the Johns Hopkins Hospital Bd. 42, 8. 199 (1928). 
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siiure beschrieben. Dieser Feststellung entspricht der Befund, 
daB die Einwirkung proteolytischer Enzyme, wie Tabelle 13 belegt, 
keine Zerstérung seiner Wirksamkeit zur Folge hat. Die schein- 
bare KinbuBe an Aktivitit, welche nach der Kinwirkung von 
Pepsin sowie von Papain—Blausiiure beobachtet wird, ist, wie 
uns besondere Versuche belehrt haben, nicht auf die Wirkung 
dieser Enzyme, sondern auf das besondere Verhalten des Hemmungs- 
stoffs bei der zu ihrer Wirkung erforderlichen Aciditiit zuriick- 
zufiihren, bei welcher das Heparin teilweise niedergeschlagen und 
seine quantitative Messung, auch nach Wiedereinstellung neutraler 
Reaktion, beeintriichtigt wird. Hinsichtlich der chemischen Natur 
und hinsichtlich seines Wirkungsmechanismus wird man also das 
Heparin von Hirudin zu unterscheiden haben. 


Tabelle 13. 
Heparin und proteolytische Enzyme. 
(1,0 ecm Heparinlésung, entsprechend dem oben beschriebenen Beispiel 
gereinigt, mit 14,6 Hep.-(e.); 1,0 eem Enzymlésung; py jeweils optimal: Ein- 
wirkung 4 Stunden und bei 30°). 











Angew. H.-(e.) nach | Abnahme 

mney Enz.-Einh. d. Kinwirk. a 

: . iP 
Pepsin ') 0,10 g 5,4 60 
Trypsin—Kinase 3,0 T.-(e.) 11,6 20 
9 5,0 T.-(e.) 13,6 7 
Trypsin 1,25 T.-(e.) 14,6 0 
Papain—Blausiiure 100 5,4 60 
,, Darmerepsin‘ 0,0010 Er.-E. 13,9 5 





/ III. Blutgerinnung und proteolytische Spezifitat. 


Die Bedeutung der iibereinstimmenden Hemmbarkeit der 
Blutgerinnung durch gewisse, durch Trypsin—Kinase spaltbare 
proteolytische Substrate einerseits, ihrer spezifischen Beschleuni- 
gung durch Trypsin—Kinase andererseits fiir die Auffassung von 
der Natur des Gerinnungsvorgangs ist bereits eingehend erortert 
worden. Wir begniigen uns daher an dieser Stelle mit der An- 
fiihrung unserer Belege fiir die Beobachtungen tiber Hemmung 
und Beschleunigung der Blutgerinnung unter dem KinfiuB proteo- 
lytischer Substrate, bzw. proteolytischer Enzyme in den nach- 
folgenden T'abellen 14 und 15. 


') In lamellis (Merck). 
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id, Tabelle 14. 
rt, Kinflu8 proteolytischer Substrate. 
n- (4,0 eem Ziegenblut; 1,0 cem Substratlésung; p,, = 7,0; 37°). 
Ya , —— Angew. Beob. Ger.-Zt.| Verzigerung 
je hugesetztes Substra mg Min. Min. 
ag 
“ Ohne Zusatz . — i—8 _ 
| Clapeinsulfat . . . 0,5 33 26 
k- . : ey 1,0 52 45 
id ” 2,0 73 66 
9 10 228 221 
er Salminsulfat . 6 217 210 
ir Scombrinsulfat . . . 2 38 31 
us ” a oe 6 187 180 
Benzoyl-glycyl-glycin. 17 12 5 
“ 35 18 11 
a 70 37 30 
Benzoyl-glycyl|-l-tyrosin 50 20 13 
“ 100 42 35 
Phthalyl-glycyl-glycin 37 26 19 
el Chloracetyl-l-tyrosin . 25 27 20 
e Hippursiiure. . . . 25 10 3 
Benzoyl-d,l-alanin . . 2 10 8 
Benzoesiiure . . . . 17 10 3 
d,l-Leucyl-glycin . . 25 8 1 
Glycyl-l-tyrosin . 30 | 7 0) 
Tabelle 15. 
Kinflu8 proteolytischer Enzyme. 
(4,0 cem Ziegenblut; 1,0 cem Enzymlésung; Ger.-Zt. im Leerversuch 10 Min.; 
Pr = 7.0: 37°). 
. Angew. Heob. Ger.-Zt. | beschleunigung 
Zugesetztes Enzym Enz.-Einh. Min. Min. 
Pepsin ') 0,10 g 10 0 
Trypsin—Kinase 0,05 T.-(e.) 4,25 5.75 
is 0,10 T.-(e.) 2.5 7.5 
‘ ‘ . | 0,20 T.-(e.) 1,25 8,75 
: * 0,50 T.-(e.) 1,0 9,0 
| Trypsin . . . . | 0,80 T.-(e.) 10 0 
‘ Papain ... . 100 10 0 
t ,,Darmerepsin“ . 0,010 Er.-E. 10 0 











Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
Auch der Chemischen Fabrik Promonta, Hamburg, welche uns 
emen Teil des Ausgangsmaterials in liebenswiirdiger Weise zur 
Verfiigung stellte, sind wir zu Dank verpflichtet. 





1) In lamellis (Merck). 
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Uber die enzymatische Inaktivierung der Co-Zymase. 
Von 


Hans y. Euler, Karl Myrbiick und Edvard Brunius. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2%. April 1929.) 


In einer friiheren Arbeit!) aus diesem Institut war hervor- 
gehoben worden, daB eigentlich nur zwei Kigenschaften bekannt 
sind, welche der Co-Zymase selbst zugeschrieben werden kénnen: 

1. Sie ist ein unentbehrlicher Aktivator der Hefegiirung und 
des Hexoseabbaues in tierischen Geweben. 

2. Sie kann durch verschiedene spezifische Reagenzien in- 
aktiviert werden. 

Mit der Zeit hat sich unsere Kenntnis iiber die Aufgabe der 
Co-Zymase vertieft, und man kann nunmehr auch eine Ko6rper- 
klasse angeben, zu welcher die Co-Zymase wahrscheinlich gehért. 

Da es nicht unwahrscheinlich ist, daB man bei der groBen 
Spezifitiit der Enzyme durch Untersuchung der enzymatischen 
Inaktivierung der Co-Zymase Schliisse ziehen kann iiber die Art 
der bei der Inaktivierung erfolgten hydrolytischen Spaltungen 
und somit iiber die dabei betrofienen Komponenten, so haben 
wir unsere genannten Untersuchungen in dieser Hinsicht fort- 
gesetzt. Wir stellten damals fest, dab die Co-Zymase von folgen- 
den Enzymen nicht angegriffen wird: 


Nierenphosphatase. Urease. — Takadiastase. 
Darmerepsin. Trypsin. 
Leberkatalase. Esterase aus Fettgewebe. 


Da8 Trypsin ohne Einwirkung auf Co-Zymase ist, teilte 
schon Harden in seiner bekannten Monographie mit. Er gibt 
dagegen an, dab nach Versuchen von Buchner und Klatte?*) 
die Co-Zymase durch Behandlung mit einer wiBrigen Emulsion 
von Ricinussamen inaktiviert wird. Dies schien dafiir zu sprechen, 
daB die Co-Zymase mit Fetten oder anderen Estern verwandt 


') Myrbick u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 165, S. 140 (1927). 
?) Buchner u. Klatte, Biochem. Zs. Bd. 8, S. 520 (1908). 
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ist. Da diese Angabe natiirlich von Wichtigkeit ist, haben wir 
sie etwas niher gepriift. Unser oben angefiihrtes Ergebnis, daB 
die Co-Zymase von Hsterase aus Schweinefett unbeeinflubt bleibt, 
ist natiirlich an und fiir sich kein Beweis gegen die vermutete 
Ksternatur der Co-Zymase. 

Wir untersuchten nach dem Vorgange von Buchner und 
Klatte die Kinwirkung von Ricinuspriaparaten auf Co-Zymase. 
Wir konnten dabei auch feststellen, dab in den meisten Fiillen 
eine bedeutende Inaktivierung eintrat; mit gewissen Ricinus- 
priparaten war die Wirkung aber unbedeutend, trotzdem die 
Wirkung auf Olivenél sehr stark war. Wir untersuchten weiter, 
ob nicht die Inaktivierung der Co-Zymase durch die Ricinus- 
emulsion auf der Wirkung eines anderen Enzyms als der Lipase 
beruht. Ks wurden mehrere Ricinuspriparate untersucht sowohl 
auf Lipasewirkung als auf die Wirkung gegeniiber Co-Zymase. 
Die Bestimmung der lipatischen Wirksamkeit geschah nach der 
Methode von Willstatter und Waldschmidt-Leitz (Spaltung 
von QOlivenél). Wir fihren im folgenden nur einige der ent- 
scheidenden Versuche an: 

Aus einer durch Reiben von geschilten Ricinusbohnen mit Wasser 
gewonnenen ,,Enzymsahne“ wurde mit Alkohol und Ather ein Trocken- 
priparat hergestellt. Sowohl die frische Enzymsahne als das ‘Troeken- 
priparat wurden in entsprechenden Mengen auf Lipasegehalt untersucht. 
5 eem Enzymsahne (etwa 0,8 g frischer Bohnen entsprechend) spalteten das 
Olivenél in 20 Minuten zu 42°/,. 0,2 g des Trockenpriiparates gaben in 
derselben Zeit eine Spaltung, die kleiner als 0,5°/, war. 

Zu je 10cem einer Co-Zymaselisung (A Co = etwa 10000) wurden 
die in der ersten Spalte der folgenden Tabelle angegebenen Zusiitze ge- 
macht. Nach 24 Stunden bei 30° wurden die Mischungen kurze Zeit auf 
80° erhitzt (am Hemmungskorper auszuschalten, vgl. unten') und dann nach 
geeigneter Verdiinnung die noch anwesende Menge aktiver Co-Zymase 
durch Girungsversuche bestimmt.?) Die Girungsgeschwindigkeiten nach 
gut iibereinstimmenden Parallelversuchen, findet man in der zweiten Spalte 
der Tabelle. 








Rel. Co Zymase- 
Zusatz J 
menge 
So  ) a 3,3 
5ceem Enzymsahne ...... 1.9 
5 eem H,O + 0,2 g Trockenpriiparat 1,9 


') Myrbick, Diese Zs. Bd. 149, S. 52 (1925). 
”) Uber die Co-Zymasebestimmung vgl. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 177, 
5. 198 (1928). 
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Es ergibt sich also, daB auch, wenn man durch Alkohol— 
Athertrocknung die Aktivitat der Ricinuslipase beinahe voll- 
stiindig vernichtet, die Wirkung des Priiparates auf Co-Zymase 
erhalten bleibt. Dies diirfte man nur so deuten kénnen, dab, im 
GGegensatz zur Annahme von Buchner und Klatte, die Lipase 
der Ricinusbohnen bei der Inaktivierung der Co-Zymase nicht 
beteiligt ist. 

In besonderen Versuchen konnten wir feststellen, daB das 
die Co-Zymase angreifende Enzym aus dem Trockenpraparat mit 
Wasser nicht extrahiert werden kann. 

Nach diesen Ergebnissen untersuchten wir die Einwirkung 
von Lipasen anderer Herkunft auf die Co-Zymase. Vorversuche 
zeigten, dai ein nach Willstiitter und Waldschmidt-Leitz 
hergestelltes lipasereiches Trockenpankreaspulver recht stark in- 
aktivierte. Wir priiften in einer Versuchsreihe bei p,, etwa 
= 8 die Wirkung von Pankreaspulver und von Glycerinwasser- 
extrakt daraus. In einem Versuch wurden Ca und Albumin in 
optimalen Mengen als Aktivatoren zugesetzt. (Die angewandten 
Mengen von Trockenpriiparat und Glycerinextrakt spalteten Olivenél 
nach Willstitter und Waldschmidt-Leitz in 20 Minuten zu 
etwa 70°)... Zum Vergleich wurden 2 Versuche mit ,,Ricinus- 
sahne* angestellt (p,, = 6). In dem einen Falle wurde der Ver- 
suchskolben unmittelbar nach Zusatz des Enzyms 10 Minuten auf 
80° erhitzt. In der folgenden Tabelle geben wir in der ersten 
Spalte das angewendete Enzymmaterial an. In der zweiten Spalte 
tindet man die nach 13 Stunden bei 30° noch vorhandenen Co- 
Zymasemengen. Die Girungsgeschwindigkeiten wurden nach 
Neutralisation auf p,, = 6, Erhitzen auf 80° und geeignetem Ver- 


diinnen gemessen. 








Zusatz Co-Zymasemenge 
a 1,85 
9 ” 1,90 
Pankreaspulver. ....... 1,12 
Glycerinextrakt. . ...... 1,90 
= << ee 1,90 
Glycerinextrakt + Aktivatoren .. 1,80 
Ohne Zusatz......- & of 1,80 
Ricinuslipase, erhitzt. . . . . . 2.5 
nach 13 Stunden. . 1,5 


” 





-_uwa on a 
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Der Glycerinextrakt, der gegen Olivenél eine ebenso groBe 
Wirkung hatte wie das Pankreaspulver, ist also gegeniiber Co- 
Zymase ganz wirkungslos. Kin Zusatz von Aktivatoren (Ca und 
Albumin) macht dabei nichts aus. Diese Versuche zeigen, dab 
die Inaktivierung der Co-Zymase durch Pankreas nichts mit der 
Pankreaslipase zu tun hat. Der letzte Versuch der Tabelle zeigt, 
wie oben, die zerstérende Wirkung der frischen Ricinussahne. 
Der zweitletzte Versuch lehrt, daB keine Hemmungskérper die 
Inaktivierung vortiiuschen kénnen. 

In der eingangs erwihnten Untersuchung von Myrbiick und 
Nilsson wurde u. a. gezeigt, daB auger frischem Pankreas auch 
frischer Leberbrei die Co-Zymase inaktiviert. Wir untersuchten 
deshalb auch hier ein Lebertrockenpriparat, in der iiblichen 
Weise mit Aceton und Ather hergestellt. 5 ccm Co-Zymase 
mittleren Reinheitsgrades wurde mit und ohne Zusatz yon 0,2 g 
Leberpulver 16 Stunden bei 30° und p,, etwa =8 gehalten. Nach 
Krhitzen auf 80° usw. wurden die Mengen aktiver Co-Zymase 
bestimmt. Wir fanden: 


Ohne Leber... . . . 4,2 cem CO, pro Stunde 
Mit - i we « « « Beta. » - 


DaB diese recht starke Inaktivierung nicht auf Anwesenheit 
von Hemmungsstoffen in der Leber beruht, stellten wir in be- 
sonderen Versuchen fest. Wir untersuchten weiter in einer Ver- 
suchsreihe die p,,-Abhingigkeit der Co-Zymaseinaktivierung durch 
Leber. 

2 ecm Co-Zymaselésung wurden mit 0,05 g Leberpriiparat versetzt und 
die Mischungen auf verschiedene py gebracht. Nach 18 Stunden bei 30° 
wurde neutralisiert, auf gleiches Volumen aufgefiillt und die Mengen aktiver 
Co-Zymase bestimmt. 





—— Rel. Co-Zymase- 
menge 
Obese Eeber . 6. tt lt 5,6 
Leper Mi Pu m4. «es te 5,0 
+“ 9 Poed- «= «© «© «© « 5,4 
a » Po @65 . - . ww 0,4 
- « Dawe ee se me ew Ss 0,7 





Das Maximum der Zerstérung liegt also in der Nihe des 
Neutralpunktes. 
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) 
teils nochmals Glycerinextrakt aus Pankreas (nach Willstitter 
mit Wasser geklirt) teils Trockenpriiparate aus Magen und Darm. 
Das Priiparat von Magenschleimhaut wurde in der gewohnlichen 
Weise mit Aceton und Ather aus abgeschabter Schleimhaut von 
Schweinemiigen hergestellt. Das Darmpriiparat war in derselben 
Weise aus Darmmucosa von Schwein gewonnen. 

In der folgenden T'abelle findet man eine Zusammenfassung 
EKinwirkung 18 Stunden bei 30°. 


Kinige andere Gewebe wurden auBerdem untersucht, niimlich 


der Versuche. 











iat be, Rel. Co-Zymase- 
menge 
mein GUGM. « sk} 5 6,2 
Pankreasextrakt . . . . 3,5 6,0 
" D,0 6,4 
_ 7 6,2 
ee ee ae ee ee 9 2,1 
Pankreasextrakt . . . . 9 2,1 
0,1 g Leberpulver . 7 2,5 
0,1 ¢ Magenpulver 7 0,1 
0,1 ¢ Pankreaspulver 7 3,1 
0,1 ¢ Darmpriiparat 7 0,1 
Kein Zusatz . 7 6,0 


Wenn wir nun nach den oben angefiihrten Versuchen mit 
Bestimmtheit sagen kénnen, daf die Inaktivierung der Co-Zymase 
durch die untersuchten Knzympriiparate nicht der Wirkung von 
Lipasen zugeschrieben werden kann, fragt man sich, ob es zur 
Zeit miglich ist, etwas tiber die Art der zugrunde liegenden 
Enzymwirkung auszusagen. Obgleich wir natiirlich nicht  be- 
haupten wollen, daB die in diesem Laboratorium §hergestellten, 
hochaktiven Co-Zymasepriiparate aus reiner Co-Zymase bestehen, 
glauben wir doch, da8 man aus der chemischen Natur der Priiparate 
in diesem Fall einige Schliisse ziehen kann. Wie Euler und 
Myrbiick!) frither beschrieben haben, bestehen die reinsten Co- 
Zymasepriparate zum allergréBten Teil aus einer Verbindung 
von Adenin mit einem relativ grofen, stickstofffreien Rest, in 
den Kohlehydrat eingeht. Wir haben spiiter*) zeigen kénnen, 
daB dieses Molekiil Phosphor in einer Menge enthalt, die eine 


!) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 177, 8. 237 (1928). 
*) Euler u. Myrbiick, Naturw. Bd. 17, 5. 291 (1929). 
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Art Nucleotidstruktur der Verbindung wahrscheinlich macht. Wir 
konnten dann zeigen, daB bei Behandlung eines hochaktiven 
Co-Zymasepriaparates z. B. mit Pankreaspulver, wobei die Akti- 
vitit der Co-Zymase nach dem obigen also allmihlich vernichtet 
wird, auch eine Abspaltung von PO, aus dem Priiparate statt- 
fand. Wir wollen hier nur ein paar Zahlenbeispiele anfiihren. 

Kin Co-Zymasepriparat mit 4Co = 80000 wurde zu den 
Versuchen angewendet. Es war durch aufeinander folgende 
Fallungen mit Bleiacetat, Quecksilberacetat, Phosphorwolfram- 
siure, Pikrinsiure und ammoniakalischem Silbernitrat hergestellt, 
und schlieBlich mit Aceton und Ather in trockene Form ge- 
bracht. 10mg der Substanz wurden mit H,SO, und H,O, ver- 
brannt, mit NH, neutralisiert und auf 30 ccm verdiinnt. Mit 
10 com Reagenz nach Embden wurde PO, als Strychninmolybdat 
ausgefallt. Der Niederschlag wog 70,1 mg. Die Substanz ent- 
hilt also 0,78 mg P. (Nur duBerst geringe Spuren von an- 
organischem PO, waren in dem Priparat vorhanden). 

In einem Vorversuch wurden 10 mg des Priparates in 5 ccm 
H,O mit 50 mg Pankreaspulver behandelt. Parallelversuch mit 
Wasser und Pankreaspulver. Nach 17 Stunden bei 30° wurden 
je 2cem 10°/, Trichloressigsiure zugesetzt. Nach einiger Zeit 
wurde filtriert und mit 23 ccm 1°/, Trichloressigsiiure nach- 
gewaschen. Der Versuch mit Co-Zymase gab 15,2 mg mehr 
Strychninphosphormolybdat als der Lehrversuch. Aus dem Co- 
Zymasepraparat waren also 0,17 mg P, d. h. 22 °/, des Phosphors 
ahgespalten worden. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurden dieselben Versuche 
bei p, = 7 ausgefiihrt. Durch Girungsversuche wurde festgestellt, 
daB nach 16,5 Stunden etwa 33 °/, der Aktivitit vernichtet worden 
waren. Die P-Bestimmungen zeigten, daB eine Abspaltung von 
0,233 mg P, d. h. etwa 31°/, des Phosphors stattgefunden hatte. 

Diese und iihnliche Versuchsreihen zeigten eine bemerkens- 
werte Parallelitét zwischen Inaktivierung und PO,-Abspaltung. 
Aus dem Grunde diirfte man als wahrscheinlich betrachten kénnen, 
daB, selbst wenn unsere Priparate nicht gréBtenteils aus Co- 
Zymase bestehen, die Co-Zymase doch chemisch mit der Sub- 
stanz nahe verwandt ist, die die Hauptmenge unserer Priiparate 
ausmacht. 





AnschlieBend seien hier einige Versuche iiber die enzymatische 
Zerstérung der Co-Zymase in der Hefe mitgeteilt. In Hardens 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIII. o 
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Monographie findet man schon eine grobe Zahl von Beobachtungen 
iiber die Zerstérung der Co-Zymase durch die in der Hefe selbst, 
bzw. im PreBsafte vorhandenen Enzyme. Man war bisher dazu 
geneigt, eine Lipase fiir die Zerstérung verantwortlich zu machen, 
was nach unseren obigen Versuchen weniger wahrscheinlich ist. 

Unsere neuen Versuche wurden aber in anderem Zusammen- 
hang angestellt: Raymond!) hat nimlich gefunden, dab bei den 
von ihm angewendeten amerikanischen Hefen, die Co-Zymase aus 
den lebenden Zellen zwar nicht mit Wasser wohl aber mit Toluol- 
wasser nach kurzem Schiitteln in Lésung geht. Raymond will 
dadurch die Hemmung der Girung der lebenden Hefe durch 
Toluol erkliiren, in dem er annimmt, daB bei Anwesenheit von 
Toluol die Co-Zymase schnell, die hochmolekulare Zymase aber 
nicht, in Lésung geht, wodurch das Girvermégen der Zellen 
natiirlich unmittelbar sehr stark herabgesetzt werden muBte. Der 
interessante Versuch Raymonds zur Erklarung der ritselhaften 
Wirkung des Toluols auf frische Hefe, wird aber durch ahnliche 
Versuche mit den hiesigen Hefen nicht gestiitzt. So wurden bei 
spielsweise 600 g frische Oberhefe R mit 300 ccm Wasser und 
25 ccm Toluol geschiittelt. Nach verschiedenen Zeiten nahm man 
von der Suspension 10 ccm, die in 50 ccm 80 °iges Wasser ein- 
pipettiert wurden. Nach Abkiihlen wurde in 1 ccm die Co-Zymase 
bestimmt. Aus diesen Versuchen sieht man die Zerstérung der 
Co-Zymase wihrend der Behandlung. 


Zeit des Schiittelns . . . . .. O 1 5,2 7,5 25 Stunden 
Rel. Co-Zymasemenge in leem. . 1,0 1,0 0,95 1,0 0,1 


Die Zerstérung ist also anfangs sehr unbedeutend. Wir 
untersuchten dann, ob Co-Zymase ins Toluolwasser in Lésung 
gegangen war. Nach 5 Stunden wurde ein Teil der Suspension 
scharf zentrifugiert. 10ccem Zentrifugat wurden mit 10 ccm 
kochendem Wasser gemischt und einige Minuten auf 80° ge- 
halten. 2 ccm dieser Lésung (entsprechen 6 ccm der oben ge- 
nannten verdiinnten Suspension) gaben eine Girungsgeschwindig- 
keit, die kleiner als 0,2 ccm CO, pro Stunde war. Héchstens 
3°, der Co-Zymase waren also in Liésung gegangen. Da die 
Grirung derselben Hefe durch die zugesetzte Toluolmenge villig 
sehemmt wird, miissen wir schlieBen, daB dies nicht darauf be- 
ruhen kann, daB die Co-Zymase in Lisung gegangen war. 


') Jl. of Biol. Chem. Bd. 79, S. 641 (1928). 
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Reaktionen zwischen Zuckerarten und deren Abbauprodukten 
mit stickstoffhaltigen Substanzen. 


1. Mitteilung. 


Zur Bildung von Imidazolen. 
Von 


K. Bernhauer. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 
der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. April 192%.) 


Es wurde schon vielfach der Gedanke ausgesprochen, dab 
so gut wie alle im Tier- und insbesondere im Pflanzenreich vor- 
kommenden organischen Stoffe genetisch irgendwie mit den 
Zuckerarten zusammenhiingen miissen. Die beim Abbau der Zucker 
entstehenden Produkte kénnen jedoch zu Reaktionen AnlaB geben, 
die zum Aufbau derart verschiedener Koérper fiihren kénnen, dab 
beim Vergleich der Konstitution dieser Substanzen mit der des 
Zuckers eine Beziehung zwischen beiden in keiner Weise mehr 
ersichtlich erscheint. 

Der Literatur kann man bereits eine Reihe derartiger Pro- 
zesse und Reaktionen entnehmen, ohne dab jedoch eine systema- 
tische Bearbeitung dieses Gebietes von einheitlichem Gesichts- 
punkte aus erfolgt wire. Das gilt auch insbesondere von den 
uns in diesem Zusammenhange interessierenden Stickstoffverbin- 
dungen des Pflanzen- und Tierkérpers. Es soll daher die Autgabe 
der hiermit begonnenen Untersuchungen sein, die bisherigen dies- 
beziiglichen Ergebnisse zu iiberpriifen und zu vervollstindigen, 
um so allmihlich zu einem geschlossenem Bild iiber die zwischen 
dem Zuckerabbau und der Bildung von Stickstoffverbindungen 
bestehenden Beziehungen zu gelangen. Unter den hierbei in 
Frage kommenden Korperklassen soll zuniichst der Autklirung 
der Bildung stickstoffhaltiger Ringe usw., vornehmlich der Imidazol-, 
Pyrazol- und Pyridinringe das Interesse zugewendet werden. Auf 


5* 
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die Frage, wieweit man aus derartigen, auf rein chemischem Wege 
gewonnenen Befunden tiber die in Frage stehenden Zusammen- 
hiinge schlieBen kann, ob die physiologische Synthese auf ihn- 
lichem Wege iiber die Kohlehydrate vor sich gehen kénnte, soll 
guniichst nicht niher eingegangen werden, wenn sich auch eine 
Reihe physiologischer Gesichtspunkte aus derartigen Befunden 
ergeben konnen.') In der vorliegenden Mitteilung soll iiber 
einige Krgiinzungen zur Bildung von Imidazolderivaten beim 
Zuckerabbau sowie aus den hierbei auftretenden Spaltprodukten 
berichtet werden, 

Windaus und Knoop’) machten als erste die Beobachtung, daB bei 
der Einwirkung von Zinkhydroxyd-Ammoniak auf Glueose in der Kiilte 
nach etwa 6 Wochen Methylimidazol als unlésliches Zinksalz abgeschieden 
wird; es konnte etwa 10°/, des Gewichtes der angewandten Glucose an 
reinem Methylimidazol gewonnen werden. Die Verfasser nehmen an, da 
es sich hierbei um einen analogen Vorgang handle wie bei der Imidazol- 
synthese nach Debus’) aus Glyoxal, (Formaldehyd) und Ammoniak und 
sehen in ihrem Ergebnis zugleich einen Beweis dafiir, daB Methylglyoxal 
ein Zwischenprodukt beim Zerfall der Glucose darstellt und daB daher die 
Bildung des Methylimidazols in folgender Weise verlauft: 


CH,—CO —_—NH, CH,—C—-NH 
H + +- OCH, > ei a 0 
J ; : » + 3H,O 


Der an der Reaktion beteiligte Formaldehyd kénnte entweder ein 
Spaltungsprodukt der Glucose darstellen, oder aber erst sekundiir aus 
Methylglyoxal entstehen, was in Analogie zur Spaltung des Glyoxals in 
Formaldehyd und Ameisensiiure bei der I[midazolbildung stiinde.‘) Analog 
wie d-Glucose verhielten sich nach Windaus®) d-Mannose, d-Fructose, 
d-Sorbose, l-Arabinose und ]-Xylose. Zucker ohne freie Carbonylgruppen 
gaben kein Methylimidazol. Galaktose gab das Zinksalz einer dem Galak- 
tosimin von Lobry de Bruyn und Lent®) ahnlichen Verbindung, die 
sich erst bei 100° mittels Ammoniak in Methylimidazol iiberfiihren lied. 
K. Inouye’) untersuchte gleichfalls die Methylimidazolbildung aus Galak 
tose und Arabinose durch Einwirkung von Zinkbydroxyd—Ammoniak, erhielt 
jedoch in beiden Fiillen nur das Zinksalz des Methylimidazols. Windaus 


1) Seit einiger Zeit bin ich mit einer Monographie tiber die Vorgiinge 
beim rein chemisehen Zuckerabbau sowie die Parallelen zu den biologischen 
Vorgiingen beschiiftigt; es wird daher erst dort auf die theoretischen Fragen 
niher eingegangen werden. 

2) Chem. Ber. Bd. 38, S. 1166 (1905). 

8) Liebigs, Ann. der Chem. Bd. 107, S. 199 (1858). 

‘) Wyss, Chem. Ber. Bd. 10, 1365 (1877); Behrend und Schmitz. 
Liebigs, Ann. der Chem. Bd. 277, 8. 336 (1893). 

5) Chem. Ber. Bd. 40, S. 799 (1907). 

6) Rec. Bd. 14, S. 140 (1896). 
Chem. Ber. Bd. 40, S. 1890 (1907). 
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und Ullrich’) untersuchten eingehend die aus Rhamnose gebildeten homo 
logen Imidazole und fanden unter den Reaktionsprodukten auch Pyridin 
derivate. Weiterbin stellte Windaus®) fest, dab bei Zusatz von Acetal- 
dehyd zu einer Lésung von Glucose in Zinkhydroxyd-Ammoniak neben 
dem 4-(5)-Methylimidazol auch das 2, 4-(5)-Dimethylimidazol gebildet wird, 
wihrend die Bildung dieser Base ohne Zusatz von Acetaldehyd nicht 
erfolgt. Sjollema und Kam) untersuchten die Bildung von Methylimidazol 
aus Dioxyaceton unter analogen Bedingungen und erhielten nach ciniger Zeit 
auch das betreffende Zinksalz; Zusatz von Formaldehyd vergriéBerte nicht 
die Ausbeute. Die erwihnten Autoren konnten zeigen, daB bei der Ein- 
wirkung von Formaldehyd und Zinkhydroxyd~Ammoniak auf Methylglyoxal 
sehr rasch und reichlich die Zinkverbindung des Methylimidazols ausfiillt. 
Auf diese Weise erbrachten sie den Beweis fiir die Ausnahme, dab bei 
der Methylimidazolbildung aus Zucker tatsiiehlich Methylglyoxal den Aus- 
gangskorper bildet. Dagegen erhielten sie aus Methylglyoxal bei Abwesen- 
heit von Formaldehyd kein Kondensationsprodukt. Der fiir die Reaktion 
erforderliche Formaldehyd scheint demnach nicht durch Zerfall des Methy1- 
clyoxals zu entstehen. 


In der vorliegenden Mitteilung sollte zuniichst festgestellt 
werden, wieweit die Bildung des Methylimidazols sowie die Aus- 
beute an diesem von der Wahl der Versuchsbedingungen abhiingig 
ist und sodann sollte nach Zwischen- und Nebenprodukten bei 
der Einwirkung von Zinkhydroxyd—Ammoniak auf Zuckerarten 
geforscht werden; insbesondere erschien hierbei die Auffindung 
des Methylglyoxals von Interesse. Sodann sollte die Bildung des 
Methylimidazols aus Methylglyoxal direkt eingehender untersucht 
werden, wobei insbesondere die Frage zu entscheiden war, ob die 
Gegenwart von Formaldehyd fiir die Reaktion notwendig ist. 
Vadurch sollte ein Beitrag zur Frage geliefert werden, ob bet 
der Methylimidazolbildung aus Zuckerarten der Formaldehyd 
direkt aus dem Zerfall derselben stammt oder erst aus dem 
Methylglyoxal hervorgeht. Die Untersuchung fiihrte zu folgenden 
Krgebnissen. 

a) Hinsichtlich der Abhingigkeit der Methylimidazol- 
bildung von den Versuchsbedingungen zeigte sich, dab 
der ProzeB bei héherer Temperatur viel rascher vor sich geht 
und die gleiche oder sogar eine noch héhere Ausbeute an Zink- 
salz des Methylimidazols liefert wie bei Zimmertemperatur. Bei 
40° war die Ausscheidung des Zinksalzes bereits nach 24 Stdn. 
last vollstiindig beendet, bei 100° schon nach etwa 2 Stunden, 
wihrend der ProzeB bei Zimmertemperatur nach den bisherigen 


1) Diese Zs. Bd. 92, 8S. 297 (1924). = *) Chem. Ber. Bd. 39, S. 3886 (1906). 
') Ree. Bd. 36, S. 180 (1916) 
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Untersuchungen meist 6 Wochen beanspruchte. Weiterhin zeigte 
sich, daB die Konzentration des Zinkhydroxyd—Ammoniaks fiir 
die Ausbeute an Zinksalz sehr wesentlich ist. Am geeignetsten 
erschien eine etwa 20—259/, ige Lésung von Ammoniak, die mit 
Zinkhydroxyd gesittigt war. Aus Dioxyaceton wurde eine wesent- 
lich héhere Ausbeute erhalten als aus Glucose; weiterhin konnte 
die Ausbeute durch Zusatz von Formaldehyd gesteigert werden. 

Bei Versuchen mit Dioxyaceton und Formaldehyd bei 40° 
erfolgte die Abscheidung von Zinksalz bereits ganz kurze Zeit 
nach dem Vermischen. 

b) Bei der Untersuchung der Methylimidazolbildung aus 
Methylglyoxal direkt zeigte sich, dab in verdiinnter Lisung in 
Bestiitigung des Befundes von Sjollema und Kam (a.a. 0.) tat- 
siichlich kein Zinksalz erhalten werden kann, sehr reichlich dagegen 
in Gegenwart von Formaldehyd. Ebenso wurde in Gegenwart von 
Acetaldehyd das Zinksalz des Dimethylimidazols erhalten, doch 
erfolgte hierbei die Reaktion wesentlich langsamer. 

c) Die Bildung von Methylglyoxal als Zwischenprodukt 
in Versuchen mit Glucose konnte durch IJsolierung des Osazons, 
p-Nitroosazons und Disemicarbazons desselben erwiesen werden. 


Ex perimentelles, 
(Mit B. Goérlich.) 


a) In den folgenden Versuchen wurde die Methylimidazol- 
bildung auch bei héherer Temperatur festgestellt sowie die Ab- 
hingigkeit derselben von der Konzentration des Zinkhydroxyd- 
Ammoniaks ermittelt. Die Bestimmung der Menge an Methyl- 
imidazol erfolgte durch Wigung der aus der Liésung ausgefallenen 
Zinksalze nach dem Trocknen. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind aus Tabelle I ersichtlich. 

Die Identifizierung des Methylimidazols aus den Zinksalzen erfolgte 
in analoger Weise wie durch Windaus und Knoop mit Hilfe der Oxalate 
und Pikrate. Nach dem Entfernen des Zinks aus essigsaurer Lisung mittels 
Schwefelwasserstoff wurde das Filtrat im Vakuum eingeengt, mit Pottasche 
alkalisch gemacht, mit Ather vollstiindig extrahiert und der Extrakt mit 
jitherischer Oxal- bzw. Pikrinsiiure gefillt. Die rohen Oxalate zeigten 
infolge der Beimengung von etwas Oxalsiiure meist eine sehr starke Schme!z- 
punktsdepression, nach der Behandlung mit heiBem Alkohol blieb das 
Oxalat des Methylimidazols unléslich zuriick und gab in der Regei schon 
jetzt den richtigen Schmelzp. 206°. 

Die Pikrate gaben nach éfterem Umkrystallisieren aus Wasser den 


Schmelzp. 106°. 
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Tabelle 1. 





























“ ~ N 
7 . Ammoniak !) J, x yi sie i s 
4 Substanz | Temp. ae Zusiitze “4 40 
2 eem "le ai A SS 
I 5 0,3 
2 10 0,92 
3 1 15 | 40° | 24 0 1,2 
| 20 1,26 
s | «¢ ar 
: 5 g Glucose 100 | ” ine 
‘ | 20 7 60° 6 0 ‘_ 
7 25 2 
’ | 20 | 090 4 0 
9 | 25 1,8 
10 5 g Fructose 100 | 15 60° 4 0 1,0 
11 5 ¢ Invertzucker | 100 | 20 60° 65 () 0,8 
12 50 g Glucose 500 | 20 40° 24 0 11,3 
13 500 g Glucose *) 2000 | 20 40° 48 0 39 
\4 | | 1,65 
15 |? 5g Dioxyaceton | 100 | 25 40° 24. | 5g Formald.| 2”) 
16 | | 5g Acetald. | 1,84) 
oe | , _ . 20 g Formald.} 14 
is If 50 g Glucose 300 | 20 40 24 | 59 g Acetald. | 12°) 


3,534 mg Substanz gaben 0,72 cem N (p = 752, t = 21°). 
C,H,N,-C,H,N,0, Gef. 22,72°/, N 
Ber, 22,55°/, ,,. 

Bei der Benzoylierung der aus den Oxalaten mittels Kalilauge frei ge- 
machten Base wurde ebenso wie durch Windaus und Knoop das 
Dibenzoylpropendiamin erhalten, das nach dem Umkrystallisieren aus Eis- 
essig den Schmelzp. 142° zeigte; dieses Verhaiten ist fiir das Methylimidazol 
charakteristisch. 

Die Trennung des Dimethylimidazols yom Methylimidazol in den Ver- 
suchen mit Acetaldehyd erfolgte gleichfalls wie durch Windaus mit Hilfe 
der Pikrate, da das des Dimethylimidazols in kaltem Wasser schwerer léslich 
ist als das des Monomethylproduktes. Das Pikrat des 2,4(5),Dimethy]- 
imidazols gab den Schmelzp. 136°. 


1) Lésungen von dem angefiihrten Ammoniakgebalt waren in der Kiilte 
mit Zinkhydroxyd gesiittigt; die eem-Anzahl bezieht sich auf Zinkhydroxyd- 
Ammoniak. 

2) Die Abscheidung von Zinksalz erfolgte bereits ganz kurze Zeit nach 
dem Mischen. 

3) Hier kam technische Glucose in Anwendung. 

*) Aus den Pikraten berechnet: 0,6 g Methyl- und 0,4 g Dimethy|- 
imidazol. 
°) Aus den Pikraten berechnet: 4 g Methyl- und 2 g Dimethylimidazol. 
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b) Fiir die Methylimidazolbildung aus Methylglyoxal direkt 
wurde das hierbei verwendete Methylglyoxal zunichst nach dem Verfahren 
von H. O. L. Fischer und Taube!) durch Destillation von Dioxyaceton 
mit Phosphorpentoxyd im Vakuum und Auffangen des Destillates in einer 
mittels flissiger Luft gekiihlten Vorlage hergestellt. Hierbei konnte jedoch 
nicht die Ausbeute der genannten Autoren erreicht werden.?) Das ver- 
wendete Dioxyaceton wurde mittels Bacterium xylinum aus Glycerin her- 
gestellt.*) Fiir die spiitereri Versuche wurde nach Sjollema und Kam‘) eine 
verdiinnte Lésung von Methylglyoxal hergestellt. Hierbei wurde so vor- 
gegangen, dab aus einer Mischung von 5 g Dioxyaceton, 3 g Aluminiumsulfat 
und 50 cem Schwefelsiiure (d = 1,185) dreimal je 20 cem Fliissigkeit ab- 
destilliert wurden, nach jeweiligem Ersatz der abdestillierten Menge durch 
Wasser. Man erhiilt so 60 cem einer Lésung, die 2,3 g¢ Methylglyoxal ent- 
hilt. Die Ermittlung des Methylglyoxalgehaltes erfolgte nach dem Verfahren 
von Fisehler und Boettner.’) 

Bei der Durehfiihrung der Versuche wurde zuniichst in analoger Weise 
vorgegangen wie bei der Imidazoldarstellung nach Debus (a. a. O.) aus 
Grlyoxal. Unter diesen Bedingungen wurden jedoch auch in Gegenwart von 
lormaldehyd nur geringe Mengen Oliger Pikrate und Oxalate erhalten. Bei 
spiiteren Versuchen wurden auch verdiinnte Lésungen von Methylglyoxal 
verwendet und Zinkhydroxyd—Ammoniak einwirken gelassen. Die Versuchs- 
bedingungen und Ergebnisse sind aus Tabelle I! ersichtlich. 


Tabelle IL. 




















Ammoniak 
Vers.- | Methyl- | {mit Zn (OH,) |, a Zinksalz 
i . ait) l'emperatur Zusiitze 
Nr. gly oxal gesattigt g 
ecom "ls 
l 0.5 60 25 60° 0 0 
2 0.5 60 25 Kochen Q 0") 
3 0,5 60 25  |Zimmertemp.] 0,5 g Formaldeh. 0,67) 
4 33) 100 25 40° 3 g Acetaldehyd 1,0 














') Chem. Ber. Bd. 57, S. 1502 (1924). 

*) In einer neuen Mitteilung geben H. Fischer und Feldmann, 
B. Bd. 62, S. 864 (1929), eine eingehendere Beschreibung des Verfahrens zur 
Methylglyoxaldarstellung und erhalten dabei durehschnittlich 35—40°/, der 
Theorie; hiermit stimmen unsere eigenen Erfahrungen iiberein. 

>) Bernhauer und Schon, diese Zs. 1. 177, 8S. 107 (1928). 

*) Sjollema und Kam, Ree. Bd. 36, 8S. 186 (1916). 

) Fischler und Boettner, Zs. anal. Chem. Bd. 74, S. 28 (1928). 

‘) Es trat nur Braunfirbung ein und geringer Geruch nach Methy!- 
imidazol. 

‘) Es trat momentane Reaktion unter Abscheidung von Zinksalz ein. 

‘) Angewendet in etwa 5° ,iger Lisung; daher wohl auch die schlechtere 


Ausbeute. 
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Aus dem Zinksalz von Versuch 3 wurde in gleicher Weise wie bisher 
das Pikrat und Oxalat des Methylimidazols isoliert und durch Schmelzpunkt 
und Mischungsschmelzpunkt identifiziert. Aus dem Zinksalz von Versuch 4 
wurde nur das Pikrat des Dimethylimidazols erhalten; Sechmelzp. 136". 

c) Die Isolierung von Methylglyoxal aus Zuckerversuchen 
erfolgte in der Weise, daB ein Teil der Liésung von Versuch 13 
Tabelle I) schwefelsauer gemacht und mit Wasserdampf destilliert 
wurde. Die Lésung enthielt keine reduzierenden Zucker mehr. 
Aus dem Destillate wurde mittels Phenylhydrazin ein Osazon er- 
halten, das nach dem Umkrystallisieren aus Benzol den Schmelz- 
punkt 145° zeigte und mittels p-Nitro-Phenylhydrazin aus einem 
anderen ‘Teil des JDestillates ein schariachrotes Osazon vom 
Schmelzp. 270°, nach dem Unmbkristallisieren aus Nitrobenzol 
und Tuluol. Es gab die fiir das Methylglyoxal-p-Nitrophenyl- 
osazon charakteristische Blaufairbung beim Versetzen der iitz- 
alkalischen Lésung mit Alkohol. Aus dem Rest des Destillates 
wurde mittels Semicarbazid das Disemicarbazon des Methyl- 
slyoxals dargestellt; Schmelzp. 257°. Muischungsschmelzpunkte 
sprachen fiir Identitiit. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde festgestellt, daB die Methylimidazolbildung aus 
Zuckerarten durch Einwirkung von Zinkhydroxyd—Ammoniak bei 
héherer Temperatur viel rascher verliiuft. Die Bedingungen der 
Reaktion wurden eingehender ermittelt. 

2. Aus Methylglyoxal wurde bei analoger Einwirkung nur in 
Gegenwart von Formaldehyd Methylimidazol und in Gegenwart 
von Acetaldehyd Dimethylimidazol erhalten. Kine Aufspaltung 
des Methylglyoxals findet demnach nicht statt. 

3. Aus Versuchen mit Glucose konnte das als Zwischenprodukt 
aultretende Methylglyoxal in Form von Derivaten isoliert werden. 
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Uber das Phytosterin der Brennessel. 
Von 


L. Zeehmeister und P. Tuzson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1929.) 


Bei der Verarbeitung von getrockneten Brennesselblittern 
(urtica urens) auf Nanthophyll, schieden die Farbstoffmutterlaugen 
eine schéne, aus groBen, tarblosen ‘l'afeln bestehende Substanz 
ab, welche Phytosterinreaktionen zeigte. Da iiber das Sterin 
der Brennessel, soweit wir die Literatur iiberblicken kénnen, 
keine Angabe vorliegt, sei die Reindarstellung und Identifizierung 
des Koérpers beschrieben. 

Bekanntlich haben A. Windaus und A. Hauth!) die Unter- 
suchung der Pflanzensterine durch Mitteilung einer Arbeitsweise 
sehr geférdert, welche in der Kinwirkung von Brom auf acetylierte 
Sterine besteht. Das Phytosterin von 0.Hesse konnte teils in 
das leicht lésliche Dibromid des Acetyl-sitosterins, teils in die 
eutsprechende, schwer lésliche ‘Tetrabromverbindung des Stigma- 
sterins iibergefiihrt, also in zwei Komponenten zerlegt werden. 
Unter den, von den genannten Forschern angegebenen Bedingungen. 
gibt das Acetat des Brennesselsterins mit Brom keine Fallung 
und ist folglich frei von Stigmasterinderivat. Weiter unten wird 
bewiesen, daB unser Praparat identisch ist mit Sitosterin, das 
zuerst von R.Buriin aus Weizenkeimlingen isoliert, auch von 
Kk. Ritter eingehend untersucht’) und seither 6fters im Pflanzen- 
reiche aufgefunden wurde, am hiiufigsten im unverseifbaren Rest 
von fetten Olen.’) 

Die Ausbeute an wiederholt umkrystallisiertem, reinem Sito- 


1) Chem. Ber. Bd. 39, S. 4378 (1906); Bd. 40, S. 3681 (1907). A. Hauth, 
Zur Kenntnis der Phytosterine, Diss. Freiburg (1907). 

’. R. Burian, Mon.-H. fiir Chemie. Bd. 18, S. 551 (1897); E. Ritter. 
Diese Zs. Bd. 34, 8S. 461 (1901). 

') Die umfangreiche Literatur kann hier nicht zusammengestellt werden. 
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sterin betrug 6g aus 28kg Ptlanzenmehl.  Beriicksichtigt man 
die unvermeidlichen Verluste, so laBt sich der wahre Steringehalt 
auf etwa 0,4°/,, des trocknen Drogengewichtes schiitzen. 


Versuche, 

[solierung. Getrocknete und fein gemahlene Brennessel- 
blitter (Ernte 1928, Ungarn) wurden, in Chargen von 2 kg, mit je 
2 Liter 80°/, iger Alkohol einen halben Tag lang digeriert, sodann 
mit einem weiteren Liter des Weingeistes angeriihrt und abgesaugt. 
Die letztere Operation wiederholten wir viermal. Der Extrakt 
wurde nun mit 4 Liter Ather vermengt und durch allmibligen 
Zusatz von 7 Liter Wasser entmischt. Die abgehobene Ober- 
schicht haben wir mit 0,1 Liter 25°/, igem, methylalkoholischem 


. ali 1 Stunde lang geschiittelt, den Alkali weggewaschen und die 
" Lésung mit einer frischen Portion desselben iiber Nacht stelen 
. gelassen. Die griindlich ausgewaschene und getrocknete Fliissig- 
keit ist im Vakuum auf 50 ccm eingedampft und durch Fiillen 
‘ mit 0,5 Liter Petrolither von der Hauptmenge des Xanthophylls 
' und von anderen Begleitstoften befreit worden. 


Zur Abscheidung des Sterins, wurden die rotgelben, ver- 
einigten Filtrate von 14 Chargen (= 28kg Droge) im luftverdiinnten 


Raume auf 0,3 Liter gebracht und mit dem doppelten Volumen 
abs. Alkohols versetzt. Im KEisschrank krystallisierten farblose 
blittchen, bzw. Aggregate von schief abgeschnittenen, nadel- 


formigen Gebilden aus, bis zu 1—2 cm Linge. Das abgesaugte 

und mit eiskaltem Alkohol gewaschene, farblose Rohprodukt 

wurde mit dhnlichen Fraktionen vereinigt, die sich in den fol- 
| genden Tagen von der Mutterlauge abschieden. Ausbeute, nach 
, zweimaligem Umkrystallisieren aus 85°/, igem Alkohol: 6g. Die 
letzten Mutterlaugen lieferten noch etwa ein halbes Gramm un- 
reinen, gelblichen Materials. 

Beschreibung. Schneeweibe, schwach perlmuttergliinzende, 
sroBe Blitter. Unter dem Mikroskop sieht man sehr groBe, 
durchscheinende, liingliche, flache T'afeln, die zugespitzt sind, wo- 
durch sechseckige (sebilde entstehen. Gestreift in der Liingsachse. 
Auch rhombenartige Formen, sowie eigentiimliche Mischkrystalle 
sind hiiufig. Das ganze Bild stimmt mit dem eines Vergleichs- 
priparates iiberein. Schmelzp. 186—137° (korr., im berl- Block). 
Die Léslichkeit entspricht den Literaturangaben iiber Sitosterin. 
Drehung in Chloroform: 


[e}i> = — (100 x 3,39):(4 x 2,483) = — 34,19. 
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Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, enthielt unser 
Priiparat |), Mol. Krystallwasser, wiihrend A. Heiduschka und 
R. Wallenreuther’) etwa */,, R. Burian (a. a. 0.) ein ganzes 
Molekil H,O beobachteten. 

0,3936 g Subst. (lufttrocken) verloren bei 100° 0,0083 g H,O. — 0.3472 ¢ 
Subst. verloren bei 70° und 15 mm Druck 0,0072 g H,0. 

C,,H,,0 +1/,H,O Ber. H,O 2,289),  Gef. 2,11 und 2,07°/,. 

Analyse des bei T70—75°, im Vakuum zur Konstanz gebrachten Sterins: 


0,1810 g Substanz gaben 0,5539 g CO,, 0,1918 g H,O. 


C,,H,,0 Ber. 83,85°, C 12,00°/, H 
Gef. 83,46 ,, 11,86 ,, 
Molekulargewichtsbestimmung, nach der Mikromethode von K. Rast: 
8,9 mg Substanz gaben in 111,2 mg Campher: 4 = 8,5°. — 10,2 mg 
Substanz in 151,53 mg Campher gaben: 4 = 8”. 
CuO Ber. M = 886 Gef. 377 und 337, 


Die Salkowskische und Liebermann- Burchardsche 
Karbenreaktionen sind stark positiv. Mit Digitonin in Alkohol, 
nach A. Windaus?) behandelt, entstand fast quantitativ das Digi- 
tonid, in Form von feinen, zu Biischeln gruppierten Nadeln, die bei 
195° sintern und gegen 210° vollkommen geschmolzen sind. Bel 
der Priifung nach Salkowski war die Chloroformschicht hellrot, 
die Siure gelbrot, mit schwach griiner Fluorescenz. Die Lieber- 
mann-Burchardsche Reaktion ergibt eine tiefgriine Kndfarbe 
(A. Heiduschka und R. Wallenreuther’).’) — Derivate. Das 
Acetat, nach Buriin bereitet, bildete lange, rechteckige Tafeln; 
Schmelzp. 127°. Benzoat: groBe Tafeln oder radial angeordnete, 
liingliche Rechtecke, Schmelzp. 146°; beim Erstarren wird das 
bekannte Farbenspiel beobachtet. Eine iitherische Lisung des 
Acetats, nach A. Windaus und A. Hauth (a. a. 0.) mit Brom in 
Kisessig behandelt, verblieb auch nach eintiigigem Stehen klar. 
Das entbromte Acetat leferte beim Verseifen ein Sterin vom 
Schmelzp. 136—187° Auch das Phenylurethan wurde dar- 
gestellt.4) 

Nachstehend soll das Sterin der Brennessel mit einem von 
K. Merck aus Scopoliawurzel gewonnenen Priiparat verglichen 
werden, das nach A. Windaus und J. Brunken®5) reines Sitosterin 


') Arch. fiir Pharm. Bd. 252, S. 704 (1915). 
*) Chem. Ber. Bd. 42, S. 238 (1909). 
Arch. d. Pharm. Bd. 252, S. 704 (1914). 
4) Vel. A. Heiduschka und H. W. Gloth, Arch. d. Pharm. Bd. 253. 
Ss. 415 (1916). Schmelzp. 174°. 
) Diese Zs. Bd. 140, 8S. 109 (1924). 
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darstellt und stigmasterinfrei ist. 


Schmelzpunkt.) 
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(Die Handelsware schmolz bet 
31°, zeigte aber, einmal umkrystallisiert, bereits den richtigen 


Vergleich von Sitosterin aus Brennesseln und aus Seopoliawurzel. 








Sitosterin aus 
Brennessel Scopolia 
Drehung in Chloroform (e = 2,5): —34,1 | — 34,3 
Schmelzpunkt des Sterins:.... 187° | 137° 
9» (aus dem Acetat | 
| 137° | 187° 
Schmelzpunkt des Acetates:.. . 127° | 127° 
” , Benzoates: 146° | 145,5° 
“ », Phenylurethans: 172° = 173° 
Zusammenfassung. 





Misch- 
Schmelz- 
punkte 


136—137” 


Die Isolierung des Phytosterins der Brennessel wird be- 
schrieben und gezeigt, da8 die Substanz identisch mit Sitosterin 


und frei von Stigmasterin ist. 


Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
10. Mitteilung. 


Uber die Spezifitat der Hamoglobine und die v. Kriigersche 
Reaktion. 


Von 
Felix Haurowitz. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag). 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1929.) 


Im Jahre 1866 hat Kérber?) gefunden, daB der Blutfarb- 
stoff verschiedener Tiere durch Saéiuren und Laugen verschieden 
schnell zersetzt wird. Die Versuche Korbers begegneten scharfem 
Widerspruch, da sie mit methodischen Mingeln behaftet waren. 
Ks ist das Verdienst v. Kriigers?) einwandfrei bewiesen zu haben, 
1. daB die Zersetzungszeit des Hiimoglobins verschiedener Tiere 
sehr verschieden ist, 2. dab die Zersetzungszeit fiir eine jede 
Tierart nur inuerhalb sehr enger Grenzen schwankt und 3. dab 
die Zersetzungszeit von den natiirlichen Begleitstoffen (Stroma, 
Eiweib, Lipoide, Salze u. a.m.) wenig beeinfluBt wird. 

Die Methode v. Kriigers ist auBerordentlich einfach. Man miBt mit 
einem einfachen Spektroskop die Zersetzungszeit einer Oxy-Hiimoglobin 
lisung, der |, Volumen n/4-NaOH zugesetzt worden ist. Als Zersetzungs- 
zeit wird die Zeit vom Moment des Zusatzes bis zum Verschwinden der 
beiden typischen Absorptionsstreifen des Oxyhiimoglobins bezeichnet. Man 
findet derart fiir menschliches Oxyhamoglobin Zersetzungszeiten von 40 bis 
50 Sekunden, fiir Kaninchen 20—28 Minuten, fiir das Pferd 77—83 Minuten. 
fiir das Rind mehr als 24 Stunden. 


1) Kirber, Uber Differenzen des Blutfarbstoffes, Inaug.-Dissertation. 
Dorpat 1566. 

*) v. Kriiger, Zs. Biol. Bd. 24, S. 318 (1888); Zs. f. vgl. Physiol. Bd. 2, 
S. 254 (1925); Zs. f. exp. Med. Bd. 54, S. 653 (1927); Bischoff, ebenda 
Bd. 48, S. 161 (1926). 
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Die v. Kriigersche Reaktion demonstriert in einfachster 
Weise die Spezifitit des Hiimoglobins verschiedener Tiere. Diese 
Spezifitiit ist schon lingere Zeit bekannt und iiuBert sich auch 
in der Krystallform, der Léslichkeit, der serologischen Priici- 
pitation und der Affinitit zu O, bzw. CO. Sie wird allgemein 
auf Unterschiede im Bau der Globinkomponente zuriickgefiihrt. 
Hiri’) und seine Schiller haben solche Unterschiede der Globine 
kiirzlich auf chemisch-analytischem Wege sicherstellen kénnen. 
Auch v. Kriiger vermutet, daB die Resistenzunterschiede auf die 
Verschiedenheiten der Globine zuriickgehen. 

Nach Barcroft*) und Mitarbeitern besteht tatsiichlich ein 
KinfluB der Globinkomponente auf das Absorptionsspektrum; die 
Absorptionsmaxima haben nach Barcroft ftir jede Tierart kon- 
stante Lage, die von Spezies zu Spezies maximal um 2—8 uu 
variiert; mittels Priizisionsspektrographen lassen sich solche Diffe- 
reuzen deutlich nachweisen. Dagegen sind die gewaltigen Diffe- 
renzen der v. Kriigerschen Reaktion mit primitiven Spektro- 
skopen, ja mit dem unbewafineten Auge zu erkennen, denn mit 
dem Verschwinden der beiden Streifen des O,Hb geht eine Farb- 
‘inderung von rot nach braun einher. Es ist daher begreiflich, 
daB zur Erklirung der Resistenzunterschiede auch an Verschieden- 
heiten im Bau der prosthetischen Gruppe oder in der Art ihrer 
Verkniipfung mit Globin gedacht werden muBte (Hentschel).*) 

Nun war in der 8. und 9. Mitteilung*) dieser Untersuchungs- 
reihe gezeigt worden, daB 1. die prosthetische Gruppe verschie- 
dener Himoglobine primar nur in einer einzigen Form vorkommt 
und daB die von anderen Autoren gefundenen Unterschiede erst 
durch die Verarbeitung erzeugt werden, 2. daB die Bindung an 
Globin nur durch das Fe-Atom zustande kommen diirfte, ohne 
seteiligung anderer Atomgruppen des Himins und ohne Be- 
teiligung von Sterinen. Nach dieser Auffassung sind Modifikationen 
dieser Bindung nicht méglich. Zur Klarstellung der bestehenden 
Widerspriiche wurde der Mechanismus der v. Kriigerschen Reak- 
tion in eigenen Versuchen niiher untersucht. 

Auf Grund dieser Versuche mu verschiedene Dena- 


1) Valér, Biochem. Zs. Bd. 190, S. 444 (1927). 

*) Anson, Barcroft, Mirsky u. Oinuma, Il’roe. of the Roy. Soc., 
Ser. B, Bd. 97, S. 61 (1924). 

5) Hentschel, Miinch. med. Woch. 1928, S, 1237. 

*) Haurowitz, Diese Zs. Bd. 173, S. 118 (1928); Haurowitz u. 
Waelsch, Diese Zs. Bd. 182, S. 82 (1929). 
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turierungsgeschwindigkeit der verschiedenen Globine als 
Ursache der Resistenzunterschiede gegen NaOH angesehen 
werden. Nur das native Globin vermag (Hill und Holden!) 
Hiimin unter Bildung von Himoglobin (bzw. Met-Hb) zu binden; 
denaturiertes Globin bildet unter den gleichen Bedingungen Kat- 
himoglobin, wie in der 9. Mitteilung*) dieser Reihe angegeben 
worden war. Die Absorption des Kat-Hb 1l&Bt bei alkalischer 
Reaktion im sichtbaren Bereich des Spektrums keine deutlichen 
Maxima erkennen. Bei Umwandlung von O,Hb in Kat-Hb ver- 
schwinden daher die Absorptionsmaxima des ersteren. 

Den Beweis fiir die eben gegebene Auffassung liefert das 
Verhalten des Umwandlungsproduktes gegen Ammonsulfat. Nach 
Holden und Freeman*) kann denaturiertes Globin durch 
1/, Sittigung mit Ammonsulfat bei Gegenwart von Ammoniak 
gefillt und dadurch von nativem Globin getrennt werden. Mit 
dieser Methode wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Laugen- 
zersetzung die Menge des denaturierten EjiweiBes festgestellt 
(Tab. II). Andererseits wurde spektrophotometrisch die Menge 
des neugebildeten Farbstoffes (Kat-Hb) bestimmt (Tab. V). Beide 
(gréBen waren innerhalb der durch die Methode bedingten Fehler- 
grenzen miteinander identisch. Die Geschwindigkeit der spektro- 
skopischen Umwandlung kann der Denaturationsgeschwindigkeit 
des Globins gleichgesetzt werden (vgl. Figur). 

Die Denaturierung erfolgt vermutlich durch die OH-Ionen 
des zugesetzten Alkalihydroxyds. Sie verliuft annihernd mit der 
Geschwindigkeit einer monomolekularen Reaktion (vgl. Tab. II 
und V). Die Konstante der Reaktion I Ordnung nimmt im 
Laufe der Umwandlung allmihlich ab. Dies diirfte durch die 
Abnahme von [OH] zu erkliren sein; denn es wird Alkali- 
hydroxyd durch Globin, dessen hydrolytische Spaltprodukte und 
durch CO, aus der Luft allmihlich gebunden. 

Aus den photometrischen Versuchen geht hervor, daB die v. Kriiger 
angegebenen Zeiten etwa einer 90—100 °/,igen Umwandlung des O,Hb 
entsprechen. Da dieser Zeitpunkt von der Ubung des Beobachters ab- 
hiingt, wurde daran gedacht, ihn durch die photometrisch ermittelte Zeit 
der 90°/,igen Umwandlung zu ersetzen. Dies Verfahren wiirde jedoch des 
Hauptvorzuges der v. Kriigerschen Reaktion, der Einfachheit, ermangeln. 
Es soll daher die v. Kriigersche Reaktion im allgemeinen nicht ersetzen 





1) Hill u. Holden, Biochemical Jl. Bd. 20, S. 1326 (1926). 


) A. we. ©. 
®) Holden u. Freeman, Austral. Jl. of exp. Biol. Bd. 5, S. 213 (1928). 
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und soll nur fiir jene Zwecke herangezogen werden, bei denen besondere 
Unabhiingigkeit von subjektiven Einfliissen verlangt wird. 

Die verschiedene Resistenz verschiedener Hiimoglobine libt 
es verstiindlich erscheinen, daB die Darstellung reinen Globins 























n; . . ‘ ; ; : ; 
‘i und Himoglobins bei manchen Tierarten leicht gelingt, bei anderen 
LL= ° ee ° 
wegen eintretender Zersetzung nur schwer durchzutihren ist. 
en 1: : ; 
Eigene Erfahrung hat ergeben, daB natives Globin beim Rind 
Q] ° bd 7 7 . 
| leicht in groBer Ausbeute, beim Pferd nur in geringer Ausbeute 
on . * ‘ ‘ ; 
gewonnen wird; das Himoglobin des Pferdes ist eben leichter 
T- . . i 
denaturierbar und wird schnell unlislich. 
- Zur Darstellung reiner krystallisierter O,Hb-Priparate wiire danach 
ein sehr resistentes, gut krystallisierendes Himoglobin eines gréBeren Tieres 
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m Fig. 1. Denaturierung durch NaOH. 
ie Die Kurven geben die spektrophotometrisch ermittelten Mengen des denaturierten Blutfarb- 
7 stoffes (Kat-Hb) an, die Kreuze die durch Fallung mit '/; gesittigtem Ammoniumsulfat er- 
li- mittelten Mengen (vgl. Tabelle Il und V und Bemerkungen zu Tab. V). 
id besonders geeignet. Die resistenten Haimoglobine vom Rind, Schwein und 
Schaf (Zersetzungszeit > 1290’) krystallisieren jedoch durchwegs schlecht 
- und das gut krystallisierende Hiimoglobin vom Hund ist wiederum sehr 
Ih labil (Zersetzungszeit 3’), Eine mittlere Stellung nimmt das Himoglobin 
” vom Pferd ein, das relativ gut krystallisiert und eine gewisse Resistenz 
it 2ufweist (80’). Seine verbreitete Verwendung zu priiparativen Zwecken ist 
- daher yon den erwihnten Gesichtspunkten gerechtfertigt. 
In. Ks geht daraus weiter hervor, daB die zahlreichen Arbeiten 
en 4 


iiber das kolloidchemische Verhalten des Hiimoglobins, vor allem 
liber seine Flockung, nur bedingten Wert haben, da diese Flockung 
von der Denaturierungsgeschwindigkeit wesentlich beeinflubt wird 
und daher fiir jede Tierart anders verliutt. 
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Experimenteller Teil. 


1. Messung der Denaturierung durch Lauge. 


Blutkérperchen vom Menschen, von Hund, Kaninchen, Pferd, Meer- 
schweinchen und Rind wurden dreimal mit 1°/, NaCl auf der Zentrifuge 
gewaschen, dann mit Toluol und Wasser in der von Heidelberger’) an. 
gegcbenen Weise hiimolysiert. Die himolytische Fliissigkeit wurde durch 
Zentrifugieren von den in Toluol gelésten Lipoiden und vom Stroma be- 
freit, dann auf 0,7—1,0°/, Gehalt an Himoglobin verdiinnt. 

Je 2,5 ccm der Himoglobinlésung wurden mit 0,5 cem n/4-NaOH ver- 
setzt und 5’, 30’ und 95 Minuten bei 20° stehen gelassen. Nach diesen Zeit- 
punkten wurde die Reaktion durch Zusatz von 1 cem n/2-NH,-NH,Cl-Puffer- 
gemisch von p,,; 8,6 und 1 cem n/4-HCi unterbrochen. Der Zusatz der HC! 
darf erst nach Zusatz des Puffers und nur tropfenweise unter Riihren erfolgen, 
um das Auftreten saurer Reaktion zu verhindern, die stark denaturierend 
wirkt. Zur Fallung des durch NaOH denaturierten Anteiles wurden dann 
4ccm gesiittigte Ammonsulfatlisung zugesetzt. Der Unterschied zwischen 
leicht zersetzlichem und schwer zersetzlichem Himoglobin liBt sich sofort 
erkennen. Beim ersteren (Mensch) wird nach 5’ wahrender Einwirkung 
der Lauge der gesamte Blutfarbstoft ausgesalzen. Bei letzterem (Rind) bleibt 
die Lisung nach Zusatz des Ammonsulfates klar und hellrot gefirbt. 

Zur quantitativen Bestimmung des ausgefillten Teiles wurde scharf 
zeutrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen. Sie war niemals 
braun gefiirbt, enthielt also kein Kathiimoglobin, sondern war hellrot durch 
unveriindertes O,Hb. Der ausgefillte Anteil und das Filtrat wurden mit 
H,SO, angesiiuert, nach Folin und Wu mit Wolframsiure enteiweiBt und 
durch 5 maliges sorgfiltiges Waschen von Ammonsalzen befreit. Als Wasch- 
fliissigkeit wurde eine wiBrige Lésung von 5°/, NaCl und 1°/, MgSO, 
verwandt, denn in destilliertem Wasser liste sich der EiweiBniederschlag 
kolloid auf. Die gewaschenen Niederschlige wurden nach Kjeldahl] auf. 
geschlossen und der N-Gehalt bestimmt. 


Aus dem N-Gehalt des ausgefillten und des in Lésung ge- 
bliebenen Anteils lieB sich der Gehalt an Hamoglobin berechnen 


Tabelle I. 


Zersetzung von Pferde-Oxyhimoglobin. 




















z Denaturiertes O,Hb Unveriindertes O,Hb 
Zeit- ; --- -— ao a 
| _ eglorimetrisch 
punkt] mg N mg N | i. 
t’ ‘ mg Hb} °/, Hb _ | mg Hb | °/, Hb | gef. o. Hh 
gef. gef. | me Bb |* |, H 
5 | os | 38 | 19 | 269 | 161 | 81 | 15,9 | 80 
30 2.08 | 12,5 70 088 | 5,3 | 30 5,1 29 
95 2,48 | 14,9 83 0,52 | 3,1 17 | 2,6 14 





') Heidelberger, Jl. of Biol. Chem. Bd. 53, S. 34 (1922). 
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Tabelle II. 


Zersetzung von Oxyhiimoglobin verschiedener Arten. 


























er- 
“i Spezies oy Hund — Pferd mee Rind 
wr = Mensch a I _ __chen 
De- Zersetzungs- 
zeit nach 0,73” 3,3’ 21’ 80’ 137’ > 24 Std. 
er- vy. Kriiger 
= Denaturierter 0; 0/ e/ e P y, 
Cl Anteil nach /0 /o _ /o lo : 
5 97 94 45 19 14 6 
* 30 — — 91 70 55 8 
mn 95’ — — 94 83 67 11 
en (Hb = 16,7°/, N). Der Gehalt an unverindertem Hb lieB sich 
= auBerdem colorimetrisch durch Vergleich mit O,Hb-Lésungen 
° bekannten Gehaltes feststellen. Die Ubereinstimmung beider 
Methoden war befriedigend. ‘Tab. I zeigt am Beispiel des Pferde- 
arf himoglobins, wie die gewonnenen Resultate ausgewertet wurden. 
us Tab. IL gibt die Resultate an den untersuchten Arten von Hiimo- 
“ globin wieder. 
- Die eben beschriebene Methode kann nur annihernd richtige 
‘h- F Resultate geben, denn die Trennung von nativem und dena- 
O, turiertem Globin durch '/, Sattigung mit Ammonsulfat gelingt 
i bei Anwesenheit der prosthetischen Gruppe nur unvollkommen. 
Das unveranderte Himoglobin vermag nach Holden und F ree- 
| man?) einen Teil des denaturierten Farbstoffes in Loésung zu 
halten, wahrscheinlich durch Schutz-Kolloidwirkung. Das Filtrat 
” enthailt ferner kleine Mengen von Nicht-Hb-Kiweif aus den Blut- 
kirperchen. Die in Tabb. I und II angegebenen Zahlen fiir den 
denaturierten Anteil sind daher um einen kleinen Betrag nach 
- oben zu korrigieren. 
; 2. Spektrophotometrische Untersuchung der Umwandlung von 
Oxyhamoglobin in Kathamoglobin durch Lauge. 
I 


Die spektrophotometrische Messung der Umwandlung des 
Uxyhimoglobins in Kathimoglobin ist frei von den eben be- 
schriebenen Miangeln, da eine Trennung der beiden Farbstoffe 
voneinander nicht ndétig ist. Sie werden beide nebeneinander 
durch Messung der Extinktion bestimmt. 





, A. es. © 
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Methode. Die zu untersuchende Oxyhimoglobinlésung wurde auf 
0,16—0,20°/, verdiinnt, dann mit '/, Volum n/4-NaOH versetzt. Das Ge. 
misch wurde mdéglichst schnell in den Absorptionstrog des Hiifnerschen 
Spektrophotometers gebracht und die Messung in der friiher beschriebenen 
Weise’) sofort begonnen. Es gelang bei schnellem Arbeiten die erste 
Ablesung 20” nach Zusatz der Lauge vorzunehmen. Dies erwies sich bei 
den schnell zersetzlichen Hiimoglobinen vom Menschen und Hund als not. 
wendig. Die Genauigkeit der Ablesung war in diesen Fallen gering, und 
Kontrollbestimmungen wegen der schnell fortschreitenden Zersetzung un- 
moéglich. Um dennoch brauchbare Werte zu erzielen, wurde das Spektral- 
gebiet 538—544 uu zur Ablesung gewiihlt, d. i. das Maximum des @-Streifens 
des Oxyhimoglobins. In diesem Bezirk nahm die Extinktion besonders 
stark ab, der spezifische Extinktionskoeffizient nach Hari?) sank von 0,85 
auf 0,35; die erreichte Genauigkeit war daher trotz der Miingel der schnellen 
Ablesung fiir den gewiinschten Zweck geniigend. Im itbrigen wurde 
jedoch — wenn schnelle Zersetzung nicht zu befiirchten war —, stets der 
Mittelwert aus 4 Ablesungen genommen. — Die Extinktion der reinen Oxy- 
himoglobinlésung wurde im Blindversuch bestimmt, indem an Stelle der 
NaOH '/; Volum Wasser zugesetzt wurde. 

Der spezifische [xtinktionskoeffizient — im folgenden als g¢, be- 
zeichnet — des reinen Oxyhiimoglobins vom Pferd liegt fiir den erwihnten 
Spektralbezirk bei 0,85; jener des entstehenden Kathimoglobins wurde in 
der alkalischen Lésung bei etwa 0,35—0,37 gefunden. Nimmt «, von 6,85 
auf 0,37 ab, so bedeutet dies Umwandlung von 100 °/, des Oxyhimoglobins 
in Kat-Hb; es bedeutet daher ein Sinken von e, um je 0,01 Umwandlung von 


10 . 2,1°, O,-Hb in Kat-Hb. 
0,48 


Die beiden typischen schattenhaften Absorptionsbanden des 
Kathimoglobins im griinen Spektralbereich sind in der alkalischen 
Lisung nicht sichtbar. Durch Einleiten von CO, kann man sie 
sofort hervorrufen und dadurch den Nachweis des Kat-Hb fiihren. 

Die eben beschriebene Berechnung des Anteiles an O,Hb 
bzw. Kat-Hb ist an die Voraussetzung gekniipft, daB bei der 
Umwandlung kein anderes gefirbtes Zwischenprodukt auftritt. 
Kin solches wiirde sich dadurch verraten, daB 1. die Umwandlung 
nicht stetig erfolgt und daB 2. die Umwandlung von O,Hb in 
Kat-Hb in verschiedenen Spektralbereichen mit verschiedener Ge- 
schwindigkeit vor sich geht. Tabb. III—V und die Figur zeigen, 
daB die Umwandlung vollkommen stetig ohne Auftreten von Wende- 
punkten verliiuft; aus Tab. IV ist ersichtlich, daB die Anderung 
von f, in zwei verschiedenen Spektralbezirken mit gleicher Ge- 
schwindigkeit erfolgt. Es ist daher keinerlei gefarbtes Zwischen- 
produkt neben O,Hb und Kat-Hb in der Lésung anzunehmen. 





1) Haurowitz, Diese Zs. Bd. 138, S. 68 (1924). 
*) Hari, Biochem. Zs. Bd. 82, S. 2: hy (1917). 
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Tabelle III. 


Beispiel einer Bestimmung: Denaturierung von O,Hb des Pferdes. 


























Extinkt.- Paro 
_ - Koeff. Koeff. &, — 0,353] CO, ky k, 
F576 wp) s«=— & 
log cos? g| & = 9 
0 17,3 1,315 0,85 0,50 100 _ on 
1,5 | 76,0 1,233 0,80 0,45 90 (0,030) | 0,00074 
3 75,6 1,209 0,78 0,43 86 (0,024) 0,00054 
6 74,3 1,135 0,74 0,39 78 (0,018) | 0,00047 
15 12,2 1,031 0,66 0,31 62 0,014 | 0,00041 
34 68,4 0,868 0,56 0,21 42 0,011 0,00041 
50 65,3 0,759 0,49 0,137 27 0,011 | 0,00054 
110 60,0 0,603 0,39 0,037 7,4] 0,011 | 0,00114 
330 58,0 0,552 0,356 0,008 0,6 | (0,007) | 0,00500 
1440 57,8 | 0,548 0,358 wi -_ _ _ 


Bemerkungen zu Tab. III. 5 cem einer etwa 0,2°/,igen Lésung 
von O,Hb des Pferdes wurden mit 1 cem n/4-NaOH versetzt, die Mischung 
sofort spektrophotometriert. Aus dem abgelesenen Winkel wird « in be- 
kannter Weise berechnet. Die Konzentration der photometrierten Lésung 
an O,Hb ist 1,315/0,85 = 1,55°/,. Der Gehalt an unveriindertem bzw. 
zersetztem O,Hb (C,) wird in der oben beschriebenen Weise aus der Ab- 
nahme von e, berechnet. Ist die Konzentration an unveriindertem O,Hb 
anfangs 100 und zur Zeit ¢ gleich C,, so ist die Konstante der mono- 
molekularen Umwandlung k, bzw. jene der Reaktion 2. Ordnung /, nach 
den folgenden Gleichungen zu berechnen: 

— log 100 — log C, — 100 — C, 
Die Tabelle zeigt, daB die Reaktion sicher nicht bimolekular verliuft; da- 
gegen ist monomolekularer Verlauf méglich. Die schnell gemessenen An- 
fangswerte und die durch den héheren Ablesefehler unsicheren Endwerte 
sind mit Klammer versehen, 
Tabelle IV. 


Vergleich der Anderung von «, in verschiedenen Spektralbezirken. 











Zeit Messung bei 572—-580 uu Messung bei 538—544 wu 

g” é | k, @° & | k, 

| x 

0 78,3 | 41,39 — 78,3 1,39 | ne 
4,5 17,3 | 1,81 0,009 77,3 1,31 | 0,009 
13,5 75,0 | 1,15 0,010 74,5 | 1,17 | 0,010 
25 71,0 | 0,97 0,012 71,6 100 | 0,011 
42 67,6 | 0,84 0,011 67,8 085 | 0,011 
| 0,011 62,3 0,67 | 0,011 











Tabelle V. 
Zersetzung des Oxyhimoglobins durch NaOH. 
Messung bei 572—580 uu. 








Mensch Hund Kaninchen Meerschweinchen Rind 
t gp? | k, t | g° k, t | gp? ky t | g | ky t | gq? ky 
0 a | 0 3s | - 0 799 - 0 | 73.5 = 0 79,0 a 
= 0,33 61 (2,0) 0,33 69 | (0,53) 1 78,5 (0,061) 2 | 73,0 | (0,009) 10 | 75,5. (0,0018) 
; 0,50 57 | (2,5) | 0,50 66 | (0,76) 2.75 76,0 (0,061) 7 | 72,0 (0,008) 40 77,8  0,0011 
E 0,75 56 | (1,7) | 0,75 62 | (0,82) 4 74,4 0,060 20 70,0 0,0065 | 90 76,1 | 0,0013 
_ 1,0 55 = (1,8) | 1,0 | 59,5. (0,96) 5 73,2 0,08 33 | 67,7 0,0066 | 210 72,4 00,0013 
c 1,5 | 15 | 59 | (0,72) 6 72,1 0,056 45 | 65,0  0,0075 | 450 68,2 0,001 
- 2 5 | 2 57,5 (0,57) 8 70,5 | 0,055 65 | 63,6 0,0065 | 620 | 66,0  0,0010) 
3 5 | — 8 57 “ 10 69,2 0,052 - | 85 | 61,8 — 0,0060 | 1440 | 82,0 (0,008) 
1 5 | — 4 57 oa 12 «67,8. -—«0,0538: | 120 | 59,4 00,0066 | (bis sa 
| 59,5) 
840 si) 8 57 . 15 66.8 (0,046) | 190 | 56,8  (0,0050) 
45 57 — 40 61,5 (0,04 2) 240 56,0 (0,0046) 
840) 57 wa 80 61,0 _ 420 54,5  (0,0036) 
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Bemerkungen zu Tab. IV: Die k,-Werte sind in Tab. IV in 
gleicher Weise berechnet wie in Tab. III. In beiden untersuchten Spektral- 
bezirken wurden iibereinstimmende Werte erhalten; die Schwankungen 
iiberschreiten nicht die Fehlergrenzen der spektrophotometrischen Methode. — 
Die Gleichheit der Extinktionskoeffizienten in den beiden untersuchten 
Spektralbezirken ist Zufall und beruht darauf, daB die beiden Maxima des 
Q,Hb zur Messung gewihlt wurden; die spezifischen Extinktionskoeffi- 
zienten des entstehenden Kat-Hb sind in den beiden untersuchten Bezirken 
des Spektrums 0,34 bzw. 0,35. — Zur Untersuchung gelangte Oxy-Hb vom 
Pferd, das mit 7/; Volum n/4-NaOH versetzt wurde; das Gemisch enthielt 
0,164 °/, O,Hb. 

Bemerkungen zu Tab. V: Die Tabelle zeigt vor allem die ge- 
waltigen Unterschiede fiir die Reaktionskonstante bei den verschiedenen 
Arten. Die Werte k, schwanken beim Menschen und beim Hund wegen 
der schnellen und daher ungenauen Ablesung sehr stark. Sie lassen 
jedoch die GréBenordnung von k, deutlich erkennen. Als Endwert beim 
Rind ist e, = 35-10—? angenommen. 

Berechnet man C, fiir Tab. V und triigt die Werte in ein Koordinaten- 
system ein, so erhilt man fiir das Himoglobin einer jeden Art eine typische 
Kurve. Aus dieser kann man ablesen, daB die von v. Kriiger angegebenen 
Zersetzungszeiten etwa einer 90—100°/, igen Denaturierung des Oxyhiimo- 
globins entsprechen. Die Figur 1 zeigt diese Art der Darstellung fiir die 
ersten 10 Minuten der Zersetzung. 


Zusammenfassung. 


Die spektroskopisch feststellbare Zersetzung des Oxyhiimo- 
clobins durch Lauge beruht auf Denaturierung des Globins und 
Bildung von Kathimoglobin. Die Umwandlung des O,Hb in 
Kat-Hb erfolgt beim Blutfarbstoff vom Menschen und von ver- 
schiedenen Tieren mit verschiedener Geschwindigkeit(v. Kriigersche 
Reaktion); dies beruht auf einer Spezifitiit der Globinkomponente, 
nicht auf Verschiedenheiten im Bau und in der Bindung der 
prosthetischen Gruppe. Die Globinkomponente der verschiedenen 
Himoglobine wird durch NaOH mit verschiedener, aber fiir jede 
Spezies konstanter Geschwindigkeit denaturiert. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XXIV. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Mai 1929.) 


Uber zwei neue von Biliansaure sich ableitende Hydroxamsauren 
und uber die Einwirkung von Salpetersaure auf a-Diketocholan- 
saure-dioxim. 


LiBbt man auf Dehydrocholsiure-trioxim (Strukturformel | 
Salpetersaure vom spez. Gew. 1,4 bei gewéhnlicher Temperatur 
einwirken, so entsteht ein K6rper von der Zusammensetzung 
C,,H,,N,O0,, den wir in der letzten Mitteilung') beschrieben haben 
und dem das Strukturbild II zuerteilt wurde. Es werden also 
alle drei Oximgruppen des Trioxims in verschiedener Weise ver- 
iindert: die an Ring II wird abgespalten, wihrend aus der an 
Ring III eine Nitrogruppe entsteht, Ring I aber unter Ausbildung 
einer Hydroxamsiuregruppierung gesprengt wird. 

Wir haben im AnschluB an diesen Versuch das Verhalte: 
des a-Diketocholansiiure-dioxims (III) gegen Salpetersiure studiert. 
Da die «-Diketocholansiure (Dehydrodesoxycholsiure) der De- 
hydrocholsiiure bekanntlich sehr nahesteht, war damit zu rechnen, 
daB aus dem Dioxim die entsprechende Hydroxamsiure entstehen 
konnte. Es lieB sich indessen unter den eingehaltenen Be- 
dingungen nur Desoxybiliansiure (IV) nachweisen; es ist aber 
durchaus mdglich, daB der Weg zu dieser Siure iiber eine 
Hydroxamsiure fiihrt, nur wird die letztere im Augenblick ihrer 
Entstehung oder bald danach unter dem EinfluB der Salpeter- 
siiure ihren Stickstoff verlieren und in Desoxybiliansiure iiber- 
gehen (vgl. das unten beschriebene Verhalten der Oximino- 
hydroxamsaure C,,H,,.N,O, gegen Salpetersiiure, Versuch 3). 

Wenn somit beim «-Dioxim die Isolierung der gesuchten 
Hydroxamsiiure bisher nicht gelang, so haben wir dagegen aus 


ee 


1) Diese Zs. Bd. 181, S. 185 (1929). 
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dem eingangs erwihnten Korper C,,H,,N,O, zwei neue Hydroxam- 
siuren, die nacheinander aus ihm entstehen, herstellen kénnen 
und damit unseren Ansichten iiber seine Konstitution eine wesent- 
liche Stiitze gegeben. LaBt man niimlich auf die Verbindung 
C,,H,,N,0, Zinkstaub und Ammoniak einwirken, so bildet sich ein 
gut krystallisierender Stoff von der Zusammensetzung C,,H,,N,O,. 
Durch 2 Reaktionen kann man ihn néher charakterisieren: ein- 
mal gibt er mit Eisenchlorid eine intensive Dunkelrotfiirbung, 
enthilt also noch die Hydroxamsiuregruppe des Ausgangsmaterials; 
zweitens farbt er sich mit Salpetersiiure deutlich blaugriin (iiber 
die dabei gebildete Substanz vgl. unten). Nach unseren bis- 
herigen Erfahrungen spricht letztere Reaktion fiir die Anwesen- 
heit einer Oximgruppe an C!*. Wir kénnen also die Verbindung 
C,,H,,N,0, als Oximino-hydroxamsaure bezeichnen und sind be- 
rechtigt, ihr das Symbol V zu geben. Bei ihrer Bildung aus 
dem Kérper II ist lediglich eine Reduktion der Nitrogruppe zur 
Oximgruppe erfolgt nach dem Schema: 
>C=C(NO,)— —»> >CH—C(: NOH). 

Das erinnert ganz an das Verhalten der beiden friiher beschrie- 
benen Nitrosoverbindungen C,,H,,NO, und C,,H,,N,O, gegen 
Zinkstaub (und Eisessig +), auch in diesen beiden Fallen geht die 
Reduktion nicht weiter als bis zur Stufe des Oxims. — Von 
Interesse war die Feststellung, welches Produkt unter dem Ein- 
fluB von Salpetersiure aus der Oximino-hydroxamsiure (V) her- 
vorgeht: es erwies sich als identisch mit der hellblau gefiarbten 
Nitrosoverbindung C,,H,,NO,, die wir friiher aus Bilianséiure- 
dioxim bzw. aus Biliansiure-monoxim (NOH-Gruppe an C}%) er- 
halten haben.?) Es hat sich also dieser Nitrosokérper (VI) jetzt 
auf einem dritten Wege herstellen lassen. Bei seiner Bildung 
aus der QOximino-hydroxamsiure V ist unter dem EinfluB der 
Salpetersiure (bzw. salpetrigen Siure) die Hydroxamsiuregruppe 
gespalten worden; nimmt man die gleiche Spaltung bei der Ein- 
wirkung von HNO, auf «-Diketocholansiure-dioxim an (vgl. oben), 
dann erscheint es a auffallend, daB sich bei diesem Versuch 
die erwartete Hydroxamsiure nicht nachweisen lieB. Auffallend 
ist es eher, daB im Falle des Dehydrocholsiure-trioxims die 
Hydroxamsiuregruppe des Reaktionsproduktes (II) der Salpeter- 
siure (salpetrigen Séure) standhalt. Auf der Schwerldslichkeit 





') Diese Zs. Bd. 177, S. 280 (1928). 


*) Diese Zs. Bd. 176, S. 194 (1928); Bd. 177, S. 290 (1928). 
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des Koérpers If kann diese Resistenz nicht beruhen, denn, wie 
friiher erwihnt wurde’), enthilt das Filtrat von der ersten spon- 
tanen Ausscheidung noch eine weitere Menge der Nitro-hydroxam. 
siiure, die sich durch Fiillen mit Wasser und Umkrystallisieren 
der Fillung aus 50°/,iger Essigsiure isolieren l&Bt. 

Durch salpetrige Siiure wird nach dem eben Gesagten der 
Stickstoff der Hydroxamsiiuregruppe aus der Verbindung Y 
eliminiert, wiihrend das andere N-Atom dem Molekiil erhalten 
bleibt, umgekehrt l4Bt sich bei kurzdauerndem Erwiarmen des 
Koérpers V mit Salzsiure die an CC!” haftende NOH-Gruppe ab- 
lésen (Nachweis des abgespaltenen Hydroxylamins mit Fehling- 
scher Lésung), wihrend die an C* stehende Oximgruppe nicht 
verindert wird. Ks bildet sich nimlich bei der vorsichtigen 
Hydrolyse der Oximino-hydroxamsiure V mit Salzsiure ein Stofi 
von der Zusammensetzung ©,,H,,NO,, der sich mit EKisenchlorid 
dunkelrot farbt und sich hierdurch als Hydroxamsiure (VII) ver- 
rit, mit Salpetersiiure aber keine Blaugriinfirbung mehr gibt. 
Die Hydroxamsiure VII ist verhiltnismaBig schwer spaltbar, erst 
wenn man sie einige Zeit mit 20°/,iger Salzsiure am Riickflub- 
kiithler kocht, wird sie hydrolysiert und liefert dabei Biliansiiure, 
C,,H,,0, (VII). Die Spaltbarkeit der Hydroxamsiuren scheint 
iiberhaupt bei den einzelnen Vertretern dieser Klasse eine ver- 
schiedene zu sein, so wird beispielsweise von der Benzhydroxam- 
siiure angegeben, daB sie sich sehr leicht beim Erwairmen mit 
verdiinnter Salzsiure oder Schwefelsiiure in Hydroxylamin und 
Benzoesiiure spaltet’), waihrend eine Heptenhydroxamsaure nach 
Ciamician und Silber*) durch mehrstiindiges Kochen mit 
20 °/,iger Schwefelsiure hydrolysiert wird. 

Durch unsere friiheren Versuche und die in dieser Mit- 
teilung beschriebenen sind die Reaktionsverhiltnisse des Korpers 
C,,H,,N,0, weitgehend geklirt, die Beziehungen der Nitro- 
hydroxamsiiure zur Biliansiiure faBt die folgende Ubersicht noch 
einmal zusammen: Nitro-hydroxamsiiure J] wird durch Kocher 
mit Lauge in Biliansiure (VIII) iibergefiihrt, durch Zinkstaub 
und Ammoniak in Oximino-hydroxamsiure V umgewandelt, die 
ihrerseits bei kurzdauerndem Erwiirmen mit Salzsiure in Hydroxam- 
siure VII iibergeht. Hydroxamsiiure VII gibt ebenso wie Oxi- 
mino-hydroxamsiure V beim Kochen mit Salzsiure Biliansiure. 





1) Diese Zs. Bd. 181, S. 194 (1929). 
2) Beilsteins Handb., 4. Aufl., Bd. 9, S. 301 (1926). 
3) Chem. Ber. Bd. 41, S. 1075 (1908). 
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Aus Oximino-hydroxamsiure V entsteht unter dem EinfluB von 
Salpetersiiure Nitrosoverbindung V1, die mit iiberschiissiger Natron- 
lauge Biliansiure, mit Zinkstaub und Kisessig Biliansiure-monoxim 
(NOH an C!*) liefert. Dieses Oxim wird beim Erhitzen mit Salz- 
siure zu Biliansiure hydrolysiert. 

In der nachstehenden Tabelle ist in den Formeln I] und VI 
die Lage der Doppelbindung hypothetisch, sie kénnte auch 
zwischen C!2 und dem anderen Nachbarkohlenstoffatom sich be- 
finden. Auch ist in den Symbolen II, V und VII die an- 
genommene Stellung der Hydroxamsiuregruppe zwar sehr wahr- 
scheinlich, jedoch kann es nicht als ganz ausgeschlossen gelten, 
daB diese Gruppe ihren Platz mit dem in 6-Stellung zu ihr 
stehenden Carbaxyl tauschen muB.’) 


NOH NO, 

| 

C C 
GH, C CH, C) 
| III | C, H,., -COOH C,,H,,- COOH 
CH C CH C | 


, iia oil Flin tl 
CH, C— —CH, COOH C———-CH, 


I n | | 


HON:G CH G:NOH HON:C-OH CH CO 
i ll a lle il 
CH, CH, CH, OH, 
Dehydrocholsiure-trioxim, Nitro-hydroxamsiure, 
C,H, N, 03. C.,H3,N,Op. 
J II 
CH, CH, 
GH, © 


| C,,H,, -COOH 
CH C 


ie 
a, ¢——cH, 


. 
cH Gf 


| 
| 


HON:C CH C: NOH COOH CH CO 
CH, CH, CH, CH, 
a-Diketocholansiure-dioxim, Desoxybiliansiure, 
Cy ,Hy5 N,0,. C,,H,,0;. 
Ill lV 


1) Diese Zs, Bd. 181, S. 190 (1929). 
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NOH NO 
| | 
C C 
CH, C CH, C 
| {cot COOH | | | c,h, Coon 
CH C CH C 
Yi ae ‘ 


HON:C-OH CH CO 


Pig i 
CooH G——cH, 





COOH CH CO 


CH, CH, CH, CH, 
Oximino-hydroxamsiiure, Nitrosoverbindung, 
C,,H;,N,9,. C,,H,,NO,. 
V VI 
CO CO 
in , 
CH, C CH, C 
| | | cat ‘COOH | | | Cx -cOOH 
CH C CH C 
P hilig il ee a 
COOH C———CH, COOH C- CH, 


HON:C-OH CH CO 
oe 





COOH CH CO 


GH, OH, GH, CH, 
Hydroxamsiure, Biliansiiure, 
C,,H,;NO,. C4.H5,05. 
VII VIII 


Beschreibung der Versuche. 


1, Einwirkung von Salpetersiure auf e«-Diketo- 
cholansiure-dioxim. Die Bereitung des «-Dioxims ist friiher 
beschrieben worden.') 2g Dioxim brachte man bei gewoéhnlicher 
Temperatur mit 20 com HNO, (D. 1,4) zusammen, es trat bald 
Lésung ein und die Fliissigkeit firbte sich gelbbraun. Irgend- 
eine nennenswerte Gasentwicklung war kaum zu beobachten. Am 
folgenden Tage hatten sich Krystalle in maBiger Menge aus- 
geschieden. Nach insgesamt 40 Stunden wurde die Krystalli- 
sation scharf abgesaugt (ohne Nachwaschen) und auf Ton ge- 
trocknet. Dann krystallisierte man den Stoff aus 50 °/,iger Kssig- 


!) Diese Zs. Bd. 180, S. 115 (1929). 


_—~ a 
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siure um, es resultierten Nadeln bzw. Prismen, die noch schwach 
braun gefiirbt waren. Ausbeute 0,24 g. Nach nochmaligem Um- 
krystallisieren war der Kérper fast farblos. Er erwies sich als 
stickstofffrei. Zersetzungsp. 296— 297°, schon vorher Sintern und 
Verfarbung. Analyse des bei 120° getrockneten Materials. 

0,1050 g Substanz gaben 0,2529 g CO,, 0,0792 g H,0. 

0,1267 g “ (in 10 cem Alkohol aufgeschwemmt) verbrauchten 
8,75 ccm n/10-NaOH (Phenolphthalein). 

C,,H,,0, (dreibasisch) Ber. 66,02°/,C 8,32°/, H 30,94 °/, COOH 
Gef. 65,71 8,44 31,09 

Es lag also Desoxybiliansiiure vor. Das Filtrat von der 
spontanen Krystallausscheidung wurde, nachdem es noch lingere 
Zeit gestanden hatte und dabei klar geblieben war, mit Wasser 
gefallt. Aus der gelbbraun gefiirbten Fillung lieB sich ein 
krystallisierter Stoff nicht mehr herausholen. Eine ganze Anzahl 
von Proben (je 0,1 g:1 ccm) wurden angesetzt und nach ver- 
schieden langen Zeitriumen, bevor die freiwillige Ausscheidung 
der Krystalle erfolgte, mit Wasser gefillt, die Fillungen abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen und getrocknet. Bei keiner dieser Proben 
war mit Kisenchlorid eine unzweifelhafte Hydroxamsiurereaktion 
festzustellen. AuBer Desoxybiliansiure hat sich bei unseren Ver- 
suchen bisher ein einheitliches Produkt nicht isolieren lassen. 

2. Reduktion der Nitro-hydroxamsiure C,,H,,N,O, mit 
Zinkstaub und Ammoniak. Die Herstellung des Kdorpers 
C,,H,,N,O, ist in unserer letzten Mitteilung beschrieben worden. 
2g der Nitro-hydroxamsaure wurden mit der gleichen Gewichts- 
menge Zinkstaub vermischt, die Mischung mit 10 ccm wibriger 
Ammoniaklésung (von etwa 9°/,) 10 Minuten lang geschiittelt. Ks 
trat dabei eine geringe Erwirmung ein. Das vom Zinkstaub ab- 
gesaugte klare Filtrat verdiinnte man mit dem gleichen Volum 
Wasser und setzte dann nach und nach 25°/, ige Salzsiiure hinzu. 
Ks schied sich zunichst eine Zinkverbindung bzw. Zinkhydroxyd 
aus, nach weiterem Zusatz von HCl bis zur deutlich sauren Re- 
aktion (Lackmus) ging die Fallung aber beim Stehen in eine 
krystallinische Masse (unter dem Mikroskop: Kugelige Aggregate 
von kurzen Nadeln) iiber. Mitunter entstand auch beim deutlichen 
Ansiuern voriibergehend eine klare Liésung, die dann bald die 
krystallinische Verbindung auszuscheiden begann. In dem einen 
oder anderen Falle saugte man die Krystallisation nach lingerem 
Stehen ab und krystallisierte sie ein- oder zweimal aus 70°/,igem 
Alkohol um. Ausbeute (nach einmaligem Umkrystallisieren): etwa 1 g. 
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Unter Umstiinden ist es zweckmibig, den Stoff vor dem Um- 
krystallisieren durch Auflésen in Ammoniak und Wiederausfillen 
mit Salzsiure zu reinigen. Aus Alkohol kommt der Korper in 
feinen weiBen Nidelchen heraus. Zersetzungsp. 224—226° (vorher 
Sintern). Fiir die Analyse wurde das Material bei 120° getrocknet. 


0,1220 g Substanz gaben 0,2692 g CO,, 0,0851 g H,0. 


0,1413 g ‘ » 09,3116 g CO,, 0,0976 g H,O. 
0,1576 g ,», lieferten 7,6 cem N bei 14° und 761,3 mm Hg. 
0,1744 g ” ’ 8,5 5, yy 59, 12,5°,, 753,1 , Hg. 
0,1502 g » (in 10 ecm Alkohol aufgeschwemmt) verbrauchten 
6,85 cem n/10-NaQH (Phenolphthalein). 
C,,H,,N,0. 


Ber, 59,97°/, © 7,55°/) H 5,83°/, N 18,74°/, COOH (2 basisch), 28,11°/, COOH 
(3 basisch). 
Gef. 60,20, 60,16°/,C 7,81, 7,73, H 5,75, 5,77) N 20,53 °/, COOH. 

Bei der Titration war der Umschlag verhiltnismaBig scharf, 
der 2 Aquivalente iiberschreitende Mehrverbrauch an Lauge diirfte 
auf die schwach saure Wirkung der Hydroxamsiuregruppe zu be- 
ziehen sein. 

Erwihnt sei, daB in einem Falle nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol ein Produkt erhalten wurde, das im Aussehen den 
iibrigen Proben durchaus glich, bei der Analyse aber um reichlich 
1°/, héhere C-Werte gab, es war also hier dem Material noch eine 
kohlenstoffreichere Verbindung unbekannter Natur beigemischt. — 
Die Kisenreaktion der Oximino-hydroxamsiure wurde in der alko- 
holischen Lésung des Stoffes mit einem Tropfen FeCl, ausgefiihrt: 
intensiv rot-violette Firbung. Uber das Verhalten der Substanz gegen 
Salpetersiiure und gegen heiBeSalzsiure siehe die folgenden Versuche. 

38. Oxydation der Oximino-hydroxamsiure C,,H,,.N,0, 
mit Salpetersiure. 1 g der Oximino-hydroxamsiure brachte 
man mit 20 ccm HNO, (D. 1,4) zusammen; unter Entwicklung von 
braunen Dimpfen und Griinblaufirbung trat Lésung ein. Nach 
20—25 Minuten gab man eine reichliche Menge Wasser hinzu, 
wodurch eine hellblaue Fallung erzeugt wurde. Sie wurde nach 
lingerem Stehen abgesaugt und ein- oder zweimal aus 50°/,iger 
Kssigsiure umkrystallisiert: es resultierten feine, hellblau gefarbte, 
seidengliinzende Nadeln. Ausbeute (nach dem ersten Umkrystalli- 
sieren): 0,61 g. Die Krystalle erinnerten in ihrem Aussehen und 
in ihrem Verhalten im Schmelzréhrchen ganz an die friiher be- 
schriebene Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (Zersetzungsp. 2836— 238"), 
sie zersetzten sich bei 239°, bei der Mischprobe lieB sich nur eine 
ganz geringfiigige Depression feststellen. 
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lm - 0,2081 g Substanz (bei 120° getrocknet) lieferten 5,5 ccm N bei 16° und 
162,2 mm Hg. 

] ne . ia 

“ C,,H,,NO, Ber. 3,02°/, N Gef. 3,13°/, N. 

in , 2 

7“ Nimmt man statt der oben angegebenen Salpetersiiuremenge 

ok nur 10 cem auf 1 g, so erfolgt auch hier Entwicklung von braunen 


Dampfen und Grinfarbung, es tritt aber keine Lésung ein oder 
vielmehr der Stoff lést sich nach und nach, aber sofort scheidet 
sich jedesmal das Reaktionsprodukt aus, durch Zusatz von Wasser 
wird die Abscheidung vollstandig und das Produkt nimmt dabei 
ten eine hellblaue Farbe an. — Der aus der Oximino-hydroxamsiure 
bereitete blaue KGérper ist mit der friither beschriebenen Ver- 
bindung C,,H,,NO, identisch und zeigt demgemiB auch dieselben 





- Umwandlungen wie diese!): mit iiberschissiger Lauge bildet er 
“s Biliansiure, mit Zinkstaub und LEisessig Biliansiure-monoxim 
“ NOH-Gruppe an C?"), das seinerseits durch Salzsiure zu Bilian- 
ny siure hydrolysiert wird und durch Salpetersiure wieder in den 
“ vlauen Stoff C,,H,,NO, zuriickverwandelt werden kann. 

ail Bemerkt sei noch, daB wir bei unseren Versuchen aus der 
fF Oximino-hydroxamsiure mit HNO, gelegentlich ein heller gefirbtes 
‘i Produkt erhielten, das in 50°/,iger Kssigsiure etwas schwerer 
| lislich zu sein schien als der blaue Koérper C,,H,,NO,; und auch 
ws wenige Grade niedriger sich zersetzte, im iibrigen aber dieselben 
se Reaktionen wie dieser gab. Wir dachten anfangs an die Méglich- 
- keit, daB eine ,,Modifikation* der Nitrosoverbindung vorliegen 
a kinnte, halten es aber jetzt doch fiir wahrscheinlicher, daB dem 
~ heller blau gefairbten Stoff eine geringfiigige Verunreinigung bei- 
* gemischt war, welche die unwesentlichen Unterschiede im Ver- 
“| alten bedingte. 

a 4. Partielle Hydrolyse der Oximino-hydroxamsiure 
“ ,,H,,N,0, durch Salzsaure. 2 g Oximino-hydroxamsiure 
“a wurden in 53 ccm 25°/,iger Salzsiure + 7 ccm Wasser gelést und 
‘ ' die Fliissigkeit 15 Minuten lang auf dem Dampfbad erhitzt. Sie 
“ blieb dabei klar, auch nach dem Erkalten schied sich nichts aus. 
: Vas abgespaltene Hydroxylamin lieB sich leicht mit Hilfe von 
eo ehlingscher Lésung nachweisen. Durch Zusatz von 106 ccm 
10°/,iger Natronlauge zur sauren Fiissigkeit wurde eine weibe 
. Fillung erzeugt, die beim Stehen mitunter krystallinische Be- 
' schaffenheit annahm. Nach laingerer Zeit saugte man den Nieder- 
e schlag ab, wusch ihn mit Wasser aus und trocknete ihn auf Ton 
bs dei gewOhnlicher Temperatur, dann bei 100° (Ausbeute: 1,71 g). 






') Diese Zs. Bd. 176, S. 195 (1928); Bd. 177, S. 287ff. (1928). 
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Der Stoti lést sich in heiBem Wasser auf, kommt aber beim 
Erkalten in Form einer Gallerte heraus. Auch aus der Loésung 
in heiber 30°/,iger Essigsiure scheidet er sich gallertig aus, 
wenn man zu wenig Lésungsmittel genommen hat. Wendet man 


mehr Kssigsiiure an, so erhiilt man den Kérper in Form von 


kleinen Nadeln, die stern- oder biischelférmig gruppiert sind oder 


sphirische Aggregate bilden. Da sie sich sehr langsam ausscheiden, 

liBbt man die Lisung am besten 24 Stunden stehen. Zersetzungs- 

punkt: 225° (vorher Sintern). Fiir die Analyse Trocknen bei 120° 
0,1177 g Substanz gaben 0,2680 g CO,, 0,0823 g H,O. 


01299 ¢ 4, » 0,2946 g CO,, 0,0897 g H,0. 
0,1829 g » lieferten 4,7 ccm N bei 14,5° und 763,4 mm Hg. 
0,1909 ¢ - . 5,0cem N ,, 14,5° ,, 736,9 mm Hg. 


0,1479 g , (in 10 cem Alkohol aufgeschwemmnt) verbrauchten 7,05 cem 
n/10-NaOQH (Phenolphthalein). 


C,H ,;NO, 
Ber. 61,91°/, C 7,58°/, H 3,01°/, N 19,34°/, COOH (2 basisch), 29,01°/, COOH 
(3 basisch), 
Gef. 62,12, 61,87°/, C. 7,82, 7,73°/, H 3,06, 3,10°/, N 21,46°/, COOH. 


10 

Der 2 Aquivalente iibersteigende Mehrverbrauch an Lauge 
ist wohl auch hier wieder durch die schwach saure Reaktion der 
Hydroxamsiiuregruppe verursacht. — Lost man eine kleine Menge 
des Kérpers in Alkohol und gibt einen Tropfen Kisenchloridlésung 
hinzu, so tritt sofort intensive Kirschrotfirbung ein. LaBt man 
auf die Oximino-hydroxamsiaure Salzsiiure unter anderen Bedin- 
gungen (liinger dauerndes Kochen am RiickfluBkiihler) einwirken, 
so werden beide Oximgruppen hydrolytisch abgelést und es ent- 
steht Biliansiiure (vgl. unter Versuch 5). 

5. Hydrolyse der Hydroxamsiure C,,H,,.NO, durch 
Salzsiure. Die Hydroxamsiure C,,H,.NO, lést sich in 20°/, iger 
Salzsiure beim Erhitzen auf, bei geniigender Konzentration 
scheidet sie sich aber aus der erkalteten Lisung ganz allmahlich 
z. I’. wieder aus. Die Oximgruppe ist, wie schon oben gesagt 
wurde, verhiltnismiBig schwer abspaltbar. Bei unseren Hydrolyse- 
versuchen haben wir zuniichst 0,35 g Hydroxamsaure in 20 ccm 
20°/,iger Salzsiiure heiB gelést und die Lésung 40 Minuten lang 
am RiickfluBkiihler gekocht, wobei sich eine weiBe krystallinische 
Masse ausschied. Nach 24 stiindigem Stehen saugte man die Aus- 
scheidung ab und krystallisierte sie aus Wasser um: nadelférmige 
Krystalle, in denen wir reine Biliansiiure vermuteten, sie gaben 
indessen noch eine ganz ausgesprochene rote Kisenreaktion, muBten 
also noch etwas Hydroxamsiure beigemengt enthalten. Es wurden 
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deshalb bei den weiteren Spaltungsversuchen die Bedingungen 
etwas modifiziert: 0,5 g des Korpers C,,H,,NO, kochte man mit 
30 com 20°/,iger Salzsiure 3 Stunden am RiicktluBkihler, saugte 
die ausgeschiedene krystallinische Masse, solange das Gemisch 
noch warm war, ab und wusch sie mit warmer 20°/,iger Salz- 
siure, dann mit Wasser aus. Ausbeute an getrocknetem Roh- 
produkt: 0,23 g. Durch Umkrystallisieren aus Wasser wurden 
tlache Nadeln erhalten, die bei 274—275° sich zersetzten und in 
alkoholischer Lésung mit einem T'ropfen Eisenchlorid lediglich 
Gelbfarbung zeigten. Auch die Analyse des bei 120° getrockneten 
Stoffes sprach dafiir, daB reine Biliansiure vorlag: 

0,1149 g Substanz gaben 0,2692 g CO,, 0,0804 g H,O. 

C,H 5,05, Ber. 63,97°/, C 17,61°/, H Gef. 63,92°/, C 1,83°/, H. 

Aus dem warmen salzsauren Filtrat schied sich beim Erkalten 
noch eine weitere Menge krystallinischer Substanz aus, die mit 
Kisenchlorid keine deutlich erkennbare Rotfairbung gab. Das ab- 
gespaltene Hydroxylamin lieB sich auch hier wieder mit Fehling- 
schem Reagens unschwer nachweisen. 

In genau der gleichen Weise (aach beziiglich der Mengen- 
verhiltnisse) wie die Hydroxamsiure C,,H,,NO, wurde auch die 
Uximino-hydroxamsiiure C,,H,,N,O, (vgl. Versuch 4) mit Salzsiure 
hydrolysiert. Die hier erhaltene Biliansiiure (aus Wasser umkry- 
stallisiert) zersetzte sich bei 275—276° und gab mit Ejisenchlorid 
Gelbfarbung. Die aus dem erkalteten salzsauren Filtrat aus- 
seschiedenen Krystalle lieferten mit FeCl, eine eben noch an- 
gedeutete Hydroxamsiurereaktion. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir unseren ergebensten Dank dafiir aus, daB sie durch Bereit- 
stellung von Mitteln die Ausfiihrung der vorstehend beschriebenen 
Untersuchungen erméglichte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIII. 
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Uber die Purinbasen im Harn des Hundes. 


Von 


H. Lethaus. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Mai 1929.) 


Die Purinbasen des menschlichen Harnes sind in einer grot 
angelegten Untersuchung von Kriiger und Salomon!) genau be- 
stimmt worden. Eine iihnliche Durchforschung der Harne von 
Tieren fehlt bisher voéllig; wohl hat man gelegentlich versucht, 
auBer etwa der Harnsiure die Menge der Purinbasen nach ihrem 
Stickstoffgehalt festzustellen; aber alle diese Bestimmungen sind 
nach den im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten kritischen Ana- 
lysen von Chou?) nicht ganz zuverlissig. Es haftet allen solchen 
Untersuchungen immer ein grofer Teil von Willkir an, indem aus 
dem Stickstoffgehalt durch einfache Umrechnung auf die Menge 
der Purinbasen geschlossen wird, ohne daB der Versuch gemacht 
wird, die vorausgesetzten Basen nun auch qualitativ zu bestimmen. 

Nun muB es aber in Hinsicht auf unsere Theorien der Harn- 
siiurebildung im Organismus sehr erwiinscht sein, wenn wir auch 
nihere Kenntnis der vom Kérper abgegebenen Purinbasen bei 
moéglichst vielen ‘Tierarten besitzen. Zu diesem Zwecke wurde 
gelegentlich einer anderen Untersuchung der Harn dreier Hunde, 
die mit Fleisch und Reis gleichmiibig ernihrt wurden, gesammelt: 
gerade am Hund, der ein so ausgesprochenes Zerstérungsvermégen 
fiir Harnsiiure besitzt, schien uns eine solche Untersuchung be- 
sonders interessant zu sein, hat man doch auch beim Hunde 
sowohl Guanase wie auch Adenase in vielen Organen gefunden, 
ebenso scheint man einer Meinung iiber das Vorkommen you 
Xanthinoxydase in Hundeorganen zu sein. 


') Diese Zs, Bd. 24, 8. 364 (1898); Bd. 26, S. 350 (1898). 
*) Diese Zs. Bd. 116, 8. 223 (1921). 
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Uber die Purinbasen im Harn des Hundes. 


Der Harn der drei Tiere, die sich in Stoffwechselkifigen be- 
fanden, wurde tiaglich gemessen, filtriert und sofort auf dem 
Wasserbade eingedampft, bis 100 Liter gesammelt waren, die bis 
zu 10 Litern konzentriert wurden. Von einem dicken Bodensatz 
sroBtenteils anorganischer Salze, der nichts Wesentliches, mit am- 
moniakalischer Silberlésung Fillbares enthielt, wurde abgegossen 
und der Harn iiber Kieselgur filtriert. Dann wurde mit Ammoniak 
kriftig alkalisch gemacht und bis zum niichsten Tage stehen ge- 
lassen. Es hatte sich ein geringer, aus Phosphaten bestehender 
Niederschlag gebildet, von dem abfiltriert wurde. Das nunmehrige 
Filtrat wurde mit ammoniakalischer Silberlésung vollig ausgefiillt, 
der Niederschlag durch Filtration durch ein Faltenfilter abgetrennt 
und vollig salpetersiiurefrei gewaschen. Nunmehr wurden die 
Silberverbindungen mit Salzsiiure zersetzt, vom Chlorsilber ab- 
filtriert und das Filtrat auf dem Wasserbade eingedampft. Als 
sich zeigte, daB der Riickstand der Purinbasen noch stark ver- 
unreinigt war, wurde die Fiallung mit ammoniakalischer Silber- 
ljsung noch einmal wiederholt, der Niederschlag wieder mit Salz- 
siure zersetzt und das Filtrat erneut eingeengt. 

Dabei fallt nach einiger Zeit ein braiunlicher krystallinischer 
Niederschlag aus, der abgesaugt wird. Die Krystalle, die eine 
positive Murexidprobe geben, werden in wenig warmem Wasser 
aufgeschwemmt, durch Zusatz von Normalnatronlauge in Lésung 
gebracht, filtriert und aus der Lésung durch die erforderliche 
Menge Normalsalzsiure wieder ausgefallt. Unter dem Mikroskop 
zeigen sie die fiir Harnsiiture typische Wetzsteinform. Ausbeute: 
0.2015 g (lufttrocken). Das Praparat wird bis zur Gewichts- 
konstanz bei 100° getrocknet und sein Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl bestimmt. 

8,810 mg, 6,40 cem n/70 Sitiure = 33,60°/, N. 
3,265 ,, , 5,50 _,, “ » = 38,69°/, ,,. 

Ks handelt sich also zweifellos um Harnsiiure; berechnet 33,33°/) N. 

Das Filtrat von der Harnsiure wird auf dem Wasserbade 
zur 'Trockne gebracht und wiederholt mit Alkohol zur Entfernung 
der Salzsiure abgedampft. Es hinterbleibt ein grobpulveriger 
velbbriunlicher Riickstand, der zweimal mit Wasser von 40°, in 
dem er sich fast vollstindig lést, digeriert wird. Von dem mini- 
malen ungelésten Teil wird abfiltriert; da dieser Teil weder 
Murexid- noch Weidelsche Probe gibt, wird er verworfen. 

Das verbleibende Filtrat wird nunmehr in einer Probe durch 
Zusatz von Ammoniak auf Guanin und Epiguanin gepriift. Da 


ok 
‘ 
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aber auch nach langerem Stehen kein Niederschlag entsteht, wird 
jetzt das Hauptfiltrat mit pikrinsaurem Natrium vollig ausgefillt, 
Ks scheidet sich ein reichlicher hellgelber Niederschlag ab, von 
dem sofort abgesaugt wird. Der Niederschlag wird dann iy 
heiBem Wasser aufgeschwemmt, durch Zusatz einer gemessenen 
Menge '/,-Normallauge in Lésung gebracht und durch die gleiche 
Menge '/,-Normalschwefelsiiure wieder ausgefillt. Beim Stehen 
iiber Nacht hat sich ein reichlicher Bodensatz dunkelgelber Nadel 
gebildet; diese werden abgesaugt und bei 100° getrocknet. Sie 
schmelzen bei 263° unter Zersetzung, nachdem sie sich schon bei 
etwa 245° stark gebriunt haben. Da es sich nach der ganzen 
Lage hier vielleicht um Hypoxanthinpikrat handeln konnte, wurde 
versucht, das Nitrat des Hypoxanthins darzustellen. Die Substanz 
wurde in verdiinnter Salzsiure gelést, die Pikrinsiure ausgeithert 
und die salzsaure Lisung mit ammoniakalischer Silberlésung ge- 
fillt. Der nunmehrige Niederschlag an Basen war aber so gering, 
daB eine weitere Verarbeitung aussichtslos war. 

Die Mutterlauge dieses Pikrates wurde auf dem Wasserbade 
etwa auf die Hilfte eingeengt, es fielen dann reichlich hellgelbe. 
seidengliinzende Nadeln vom charakteristischen Aussehen des 
Adeninpikrates aus. Als ihre Menge sich nicht mehr vermehrte. 
wurden sie abgesaugt, mit kaltem Wasser ausgewaschen und 
dann bei 100° getrocknet. Ausbeute: 1,2161g. Die Substanz 
briiunt sich bei 260° und schmilzt bei 284° unter Zersetzung. 

Die Stickstoffbestimmung (Mikrodumas) liefert folgende Werte: 

2,98 mg Substanz gaben 0,78 ccm N (20°, 766 mm) = 30,73°/, N. 

2,57 mg ‘ »  0,67ceem N (20°, 766 mm) = 30,61°/, N. 

Schmelzpunkt und N-Wert stimmen gut fiir Adeninpikrat; verlangt: 
Schmelzp. 281° und 30,77°/, N. 

Das Filtrat vom Adeninpikrat wird mit Schwefelséure an- 
gesiiuert und die Pikrinsiiure ausgeiithert. Die Gesamtmenge der 
noch vorhandenen Basen wird wieder mit ammoniakalischer Silber- 
ldsung gefillt, der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
die wiiBrige Basenlésung eingeengt und in wenig verdiinnter 
heiBer Salpetersiiure gelést. Nach einigem Stehen scheiden sich 
gelbliche Krystalle aus, die abgesaugt und getrocknet werden. 
Ausbeute: 0,01509 g. Die Substanz hat keinen scharfen Schmelz: 
punkt, sie enthalt 32,45 und 32,59°/, N. 


v 


2,620 mg Substanz gaben 0,725ecm N (20°, 765 mm) = 82,45°/, N. 


2,47 mg i »  0,685ccm N (20°, 765 mm) = 32,59°/, N. 
Diese Werte lassen zunichst keine Entscheidung zu, ob e: 
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oa sich um Xanthin- oder Hypoxanthinnitrat gehandelt hat, da die 
- verlangten Werte nur um 0,3°/, auseinander liegen. 

es Berechnet fiir CsH,.N,O,HNO, 32,56° ’ N. 

nen . Y , hilt 32,26°/, N. 

he Die starke gelbe Farbe der Krystalle aber und der positive 


hie Ausfall der Murexidprobe beweisen, daB die Substanz Xanthin- 
ido nitrat 1st. . _ 

Sie Das Filtrat vom Xanthinnitrat wurde noch einmal mit 
bs ammoniakalischer Silberlésung gefallt, die nunmehrige Ausbeute 
an Basen war aber so gering, daB sie fiir eine weitere Unter- 


on suchung nicht ausreichte. Ks konnte nur noch festgestellt werden, 

bane daB der Riickstand noch deutliche Murexidreaktion gab. 

at Die Resultate sind fiir unsere Anschauungen iiber den Abbau 
ge. der Purinbasen im Organismus von groBem Interesse; zeigen sie 

ing doch, daB trotz des Vorhandenseins von Fermenten, die Purin- 
, basen angreifen (Guanase und Adenase) diese Basen trotzdem den 

ade — Organismus als solche verlassen kénnen. Daf wir bei unserer 


oo Harnanalyse nicht das Guanin selbst, sondern nur das Xanthin 
gefunden haben, méchten wir nicht so sehr auf einen intravitalen 


Abbau des Guanins schieben, sondern als eine sekundiire Ver- 
und @ ®2derung, hervorgerufen durch unsere analytische Methodik, 
ane erkliren. Denn es ist bekannt, wie auBerordentlich leicht das 
ing, | Cuanin desamidiert werden kann. 

/ Erscheinen nun diese Basen im Harn, noch dazu im Harn 
eines solchen Tieres, das ein so ausgesprochenes Harnsiure- 
zerstorungsvermogen hat wie der Hund, so miissen wir notwendiger- 
weise unsere Ansichten iiber die Wirksamkeit der purinabbauenden 

ia Fermente revidieren. In welcher Weise das geschehen soll, sagen 
as ‘reilich diese Versuch noch nicht aus; sie mahnen aber zur Vor- 
ins sicht im Reagenzglas erhaltene Resultate schematisch auf den 
aie lebenden Organismus zu iibertragen. 7 
nv | Da8B Adenin, von auBen eingefiihrt, den Kérper des Hundes 
ae teilweise unverindert wieder verliBbt, hat schon Kossel?) beob- 
nw achtet: von 1,0g durch Schlundsonde einem Hunde beigebrachten 
i Adenins konnten nach 24 Stunden 0,1390g in Form des salpeter- 
a, sauren Salzes aus dem Harn zuriickgewonnen werden. Minkowski?) 
: hat 4hnliches gefunden; er konnte von 3,5g verfiitterten Adenins 
1g aus dem Harn wiedergewinnen. In diesem Versuche zeigte 
a ') Diese Zs. Bd. 12, S. 253 (1888). 


*) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 41, 8.375 (1898). 
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sich aber das Adenin als nicht indifferent; die Tiere gingen teil. 
weise unter Vergiftungserscheinungen zugrunde. Auch Schitten. 
helm!) berichtet tihnliches. Da nach unseren Resultaten da 
Adenin ein normaler Bestandteil des Hundeharns ist, erscheiney 
diese Symptome einer Vergiftung durch Adenin sehr merkwiirdig: 
man ist versucht anzunehmen, daB doch vielleicht irgendwelche 
Verunreinigungen des Adenins dabei im Spiel gewesen sind, 
Kriger’) und Schmid haben jedenfalls bei der Verabreichung 
von Adenin an Menschen keine pathologischen Erscheinungey 
gesehen; hier fiihrte das Adenin zu einer vermehrten Harnsiure. 
ausscheidung. 

In diesem Zusammenhange sei noch auf eine Arbeit von 
Salomon’) aufmerksam gemacht, der mitteilt, Heteroxanthin im 
Hundeharn gefunden zu haben. Das ist an und fiir sich ein 
ganz auffalliger Befund. Die Angaben sind auch nicht durch 
Avalysen bewiesen, sondern griinden sich nur auf Beobachtunger 
an Krystallformen und auf das Verhalten des fraglichen Kérpers 
zu einigen Reagenzien; auch hier liegt die Vermutung nahe, dat 
Salomon in Wirklichkeit Adenin in Hinden gehabt hat, das er 
nicht als solches erkannt hat. Der Irrtum ist um so entschuli. 
barer, als erst kurze Zeit vor der Salomonschen Mitteilung das 
Adenin von Kossel*) aufgefunden und beschrieben worden ist. 

Uber die Herkunft des Adenins sagen unsere Versuche nichts 
Entscheidendes aus; die Menge der im Harn gefundenen Base 
ist gar nicht so unbetrichtlich, es kiime auf eine tiagliche Aus- 
scheidung von etwa 1—2 mg heraus. DaB die Nahrung der 
Hunde das Adenin geliefert hat, ist nicht sehr wahrscheinlich: 
im abgehangenen Fleisch hat man keine irgendwie in Betracht 
kommenden Mengen Adenin gefunden und etwa in gebundener 
Form vorhandenes Adenin wird ja sehr leicht desaminiert. 

Das Adenin erscheint wohl viel 6fter am Harn als man bis- 
her geglaubt hat; man muf nur danach suchen. So haben z. 5. 
auch Fléssner und Kutscher®) bei ihren Untersuchungen de: 
Harns der Marburger Olympiakimpfer deutliche Mengen von 
Adenin gefunden. Sie berechnen die Zunahme dieser Purinbase 
im Harn nach groBen Anstrengungen auf ungefaihr das 70 fache. 


') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 47, S. 432 (1902). 

2) Diese Zs. Bd. 34, 8S. 560 (1902). 8) Diese Zs. Bd. 11, S. 412 (1886 
') Diese Zs. Bd. 10, S. 250 (1886). 

‘) Marburger Sitzungsber. Bd. 62, S. 289 (1927). 




































Uber die Finwirkung der Ameisensiure auf das Oxy- 


" und Chlorhamin. 
neg Von 

en A. Hamsik. 

re. 


(Aus dem mediz.-chem, Institut der Universitat in Brinn.) 


" (Der Redaktion zugegangen am 10, Mai 1929.) 

“1N 

ch Wenn das Oxyhamin in methylalkoholischer Kalilauge gelést 
el und diese Lésung in eine Siure (Ameisensiure, Eisessig, alko- 
TS holische Liésung von Salzsiiure, Schwefelsiure, Oxalsiiure) ein- 
ab gegossen wird, enthalt die saure Liésung nicht das betreffende 
er Himin, weil der aus dieser Lésung bald durch Verdiinnen mit 
ld. Wasser gefallte Farbstoff nicht einem Hiimin, sondern dem Oxy- 
’’ — himin entspricht. Die Hamine werden erst binnen einer gewissen 
‘. & Zeit gebildet; diese Zeit ist bei dem Chlorhamin kurz, bei dem 
its Formylhimin etwas linger, bei dem Acetylhimin noch linger 
Se und bei dem Oxalyl- und Sulfathimin am lingsten. Infolgedessen 
IS- gelingt die Darstellung des Chlorhimins leicht, auch diejenige 
er des Formylhimins, wihrend die Darstellung des Acetylhimins 
h; schwieriger und diejenige des Oxalyl- und Sulfathiimins sehr 
he schwierig ist, da die letzteren Himine nur unvollkommen gebildet 
er werden. Die Hamine kénnen entweder direkt aus dem Blut oder 

auf dem Umwege iiber das Oxyhimin dargestellt werden. 

G Aus dem Oxyhimoglobin oder aus dem Oxyhiminkalium 
B, kann der Farbstoff durch saure Mittel ohne Beschidigung der 
es urspriinglichen (e)-Modifikation ausgezogen werden. Die Ver- 
on kettung mit Kali schiitzt hier die Farbstoffgruppe analog wie 
Se diejenige mit dem (slobin.') Die ausgiebigste Extraktion des 
e. Farbstoffs aus dem Blutkuchen und auch aus dem Oxyhimin- 


kalium wird mit oxalsiurehaltigem Alkohol oder Aceton erzielt, 
wahrend bei analoger Extraktion mit der Ameisensiure der Farb- 


') Vgl. aber auch F. Haurowitz u. H. Waelsch, Diese Zs. Bd. 182, 
S. 82 (1929). 
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stoff schlechter ausgezogen wird. Die Extraktion mit schwefel- 
siurehaltigem Alkohol oder Aceton ist zwar gut, aber wegen der 
alterierenden EKinwirkung dieser Siure auf den Blutfarbstoff nicht 
empfehlenswert. Analoge Extraktion mit Hilfe der Kssigsiure ist 
ungeniigend. Der oxalsiiurehaltige Auszug kann zur Darstellung 
der Hiimine und des Oxyhiimins dienen. Zur Darstellung des 
letzteren ist der ameisensiiurehaltige Auszug aus dem Grunde 
nicht empfehlenswert, weil hier bald das Formylhaimin gebildet wird. 

Wiahrend das Oxyhimoglobin und das Oxyhiminkalium mit 
sauren Mitteln ausgezogen werden kénnen, darf das trockene Oxy- 
himin nicht darin gelést werden, weil dabei die @-Modifikation 
beschiidigt wird.) Um saure Lésung zu erhalten, wird das Oxy. 
hiimin in methylalkoholischer Kalilauge gelést und diese Lésung 
in Siiure eingegossen. 

Das Chlorhiimin kann aber aus dem Oxyhaimin direkt durch 
Kochen mit EKisessig und Kochsalz erhalten werden. Auch das 
Kormylhimin kann direkt durch Eintragen des frisch dargestellten 
Oxyhiimins in die Ameisensiure dargestellt werden. Aber die 
Ameisensiiure muB entsprechend mit Wasser oder besser mit 
Ammoniaklésung verdiinnt sein. Mit 95°/,iger Ameisensiure 
(d = 1,22) werden zwar bei mikroskopischer Probe Krystalle er- 
halten, aber bei Verarbeiten gréBerer Menge wird das Oxyhamin 
durch die 95°/,ige Ameisensiiure, namentlich beim Krwarmen, 
in eine Pseudoform iiberfiihrt. Diese Pseudoform gibt bei der 
Enteisenung nicht das Protoporphyrin, sondern ein Pseudo- 
porphyrin, weiter wieder ein Pseudohimatin, was bei der Dar- 
stellung des Protoporphyrins aus dem Oxyhimin zu_beriick- 
sichtigen ist. 

Das Acetonchlorhimin wird von der kalten 95°/, igen Ameisen- 
siure n@ gering gelést und wenig alteriert, noch weniger von 
der 80°/,igen Siure. Mit 95 °/,iger Ameisenséure gekocht, wird 
das Acetonchlorhamin ziemlich gelést und in eine Pseudomodi- 
fikation iiberfiihrt, wiihrend die 80 °/,ige Siure selbst beim Kochen 
weniger lésend und alterierend wirkt. 

Das in Pyridin—Chloroform geliste Acetonchlorhimin ist aber 
gegen die Ameisensiiure mehr empfindlich. Wenn die erwahnte 
Lisung in kalte 95°/,ige Ameisensiiure eingefiihrt wird, fallen 
wetzsteinformige Krystalle von verindertem Chlorhimin aus. 





1!) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 176, S. 185 (1928); Bd. 178, S. 71 (1928); 
Bd. 180, 8. 310 (1929). 
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Wenn dieselbe Lésung in kochende 95°/,ige Siure eingegossen 
wird, resultiert nur kérnchenformiges, noch stirker veriindertes 
Priparat. Bei Verwendung von kalter 80°/,iger Siiure wird 
krystallinisches, aber nur gering veriindertes Priiparat erhalten. 

Das Acetchlorhimin ist gegen die Ameisensiiure widerstands- 
fihiger als das Acetonchlorhimin. Auch die Enteisenung mit 
Ameisensdiure und Hisenpulver verliuft bei dem letzteren schneller 
als bei dem ersteren. Die mit 85°/,iger Saiure erhaltene Proto- 
porpbyrinlésung ist reiner als die mit 95°/,iger Saure erzielte; 
die letztere Siure fihrt bald zu Pseudoporphyrin und wieder zu 
Pseudohimatin. 


7xperimenteller Teil. 


I. Einwirkung der Ameisensdure auf das Oxyhamin. 


A. Darstellung des Oxyhamins. 


Zur Darstellung’) méchte ich folgendes bemerken: Der mit Aceton 
gefallte und dann pulverisierte Blutkuchen wurde bald mit 1200 cem Aceton 
und 36 g Oxalsiiure pro Liter Blut nur '/,—*/, Stunden ausgezogen. Es 
wurde beobachtet, daB bei linger dauernder Extraktion der schon in Lésung 
befindliche Farbstoff wieder auszufallen beginnt und zwar nicht nur bei 
Gegenwart von Blutchloriden als Chlorhiimin, sondern auch dann, wenn 
die Blutchloride beseitigt waren (als Oxalylhimin?). Der in dem Preb- 
kuchen in letzterem Fall gebliebene Farbstoff konnte nicht durch weitere 
Extraktion mit oxalséiurehaltigem Aceton oder Alkohol, sondern erst mit 
schwefelsiurehaltigem Alkohol, Pyridin-Chloroform und am _ besten mit 
methylalkoholischcr Kalilauge ausgezogen werden; auch von _ salzsiure- 
haltigem Alkohol wurde dieser Farbstoff leicht gelést, fiel aber zu bald 
als Chlorhimin aus. Die durch nur 1/,—*/, Stunde dauernde Extraktion 
erhaltenen starken Ausziige wurden durch Natriumacetatlésung gefillt, der 
Niederschlag wurde mit heiBem Wasser gewaschen, mit Alkohol und dann 
mit Chloroform ausgekocht und mit Ather im Soxhlet extrahiert. Das luft- 
trockene pulverisierte Priparat gab 1. mit 5°/,iger methylalkoholischer 
Kalilauge bald schéne Krystalle des Kaliumoxyhimins, 2. mit Eisessig und 
Kochsalz gekocht, Teichmannsche Krystalle, 3. mit Ameisensiurelésung, 
die durch Vermischen von 95°/,iger (d = 1,22) Ameisensiiure mit Ammoniak- 
lisung im Verhaltnis 10:1 eben dargestellt wurde, Krystalle des Formyl- 
himins, 4. mit 85 °/,iger Ameisenséure und Eisenpulver einige Minuten ge- 
kocht, Protoporphyrinlésung von reiner Farbe. Nach diesen Proben be- 
stand das Priiparat aus der «-Modifikation und zwar nach der Analyse aug 
Oxyhimin und dessen Anhydrid in etwa gleichen Teilen. 

0,1204 g Substanz (Vakuum iiber H,SO, und KOH) gaben 0,2890 g 
CO,, 0,0554 g H,O und 0,0156 g Asche = 65,48 °/, C, 514°), H, 9,06°/, Fe. 
Das Priparat verlor bei 105° nicht mehr an Gewicht. 





') Diese Zs. Bd. 176, S. 173 (1928) und Bd. 178, S. 67 (1928). 
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Reinigen des Rohoxyhimins. 

1 ¢ Rohoxyhiimin wurde in 100 cem Methanol suspendiert, die Suspen- 
sion wurde mit einigen Kubikzentimetern methylalkoholischer Kalilauge 
versetzt. das Filtrat wurde: 

1. Mit Eisessig stark angesiiuert und nach einigen Minuten mit Wasser 
verdiinnt. Der amorphe und kérnige Nicderschlag wurde mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen. Das lufttrockene Priiparat (0,9 g) bestand 
nach den friiher erwiihnten Proben aus der a-Modifikation und war yon 
fast derselben Zusammensetzung wie das Rohpriiparat: 

0,1278 ¢ Substanz (105°) gaben 0,3062 g CO,, 0,0599 g H,O, 0,0160 ¢ 
Asche = 65,37°/, C, 5,24°/, H, 8,75°/, Fe. 

0,1040 g¢ Substanz (105°) gaben 0,2498 g CO,, 0,0476 g H,O und 
0,0131 g Asche = 65,53 °/, C, 5,12°/, H, 8,81°/, Fe. 

2. In 50 cem Eisessig eingefiihrt, die Losung wurde mit 25 eem Wasser 
versetzt und im Wasserbad 10 Minuten gekocht. Nach einigen Stunden 
wurden die kleinen, meist zu Drusen gruppierten Krystalle filtriert, mit 
Alkohol, Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Das lufttrockene Priiparat 
(0,9 g) bestand nach den Proben ans der a-Modifikation. Das bei 105° 
getrocknete Priiparat entsprach dem Oxyhiiminanhydrid: 

0,1186 ¢ Substanz gaben 0,2870 g CO,, 0,0550 g H,O und 0,0152 ¢ 
Asche = 66,02 °/, C, 5,18 °/, H, 8,96 °/, Fe. C,,H,,O,N,Fe fordert 66,33 °, C, 
5,07 °/, H, 9,07 %/, Fe. 


Das Priiparat war nur minimal léslich in Pyridin—Chloroform. 


B. Darstellung des Formylhamins. 


1. 1 g Rohoxyhimin wurde in 100 ccm Methanol suspendiert, 
die Suspension wurde mit einigen Kubikzentimetern methy]- 
alkoholischer Kalilauge versetzt, das Filtrat wurde: 

a) In 50 ccm 95°/,iger (d = 1,22) Ameisensiure eingegossen. 
Die Lésung wurde mit 50 ccm Wasser versetzt und zum ‘Teil 
abdestilliert. Nach Absitzen wurde die wenig gefirbte Mutter- 
lauge abgegossen, die aus langen und engen Tiifelchen bestehenden 
Krystalle filtriert, mit verdiinnter Ameisensiiure, Wasser, Alkohol 
und Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. Ausbeute 
mehr als 0,9 g. Das lufttrockene Priparat!) war langsam léslich 
in 5°/ iger Sodalésung, sehr langsam in Bicarbonatlésung, gering 
léslich in Alkohol, mehr in mit verdiinnter Schwefelsiure an- 
gesiuertem Alkohol, fast unléslich in Chloroform, léslich in 
Pyridin—Chloroform; aus dieser Lésung fielen nach dem Kochen 
Krystalle aus. Das positive Ergebnis dieser Probe spricht fiir 


') Vel. S. Partos, Biochem. Zs. Bd. 105, S. 49 (1920); W. Kiister 
u. A. Gerlach, Diese Zs. Bd. 119, S. 98 (1922); W. Kiister u. E. Willig 
Diese Zs. Bd. 129, S. 130 (1923). 
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das Formylhiimin.') Das Priparat bestand nach den bei Roh- 
> ( oxyhaimin angefiihrten Proben aus der «-Modifikation. Zur Analyse 


°° @ wurde das Praparat im Vakuum iiber H,SO, und KOH ge- 
| trocknet. 

3 

Yr, 0,1006 g Substanz gaben 0,2328 g CO,, 0,0456 g H,O, 0,0122 g Asche 
4 = 63,13 %, C, 5,079, H, 8,48°/, Fe. 


mn 0,1024 g Substanz gaben 0,2360 g CO,, 80,0473 g H,O, 0,0122 g Asche 
62,87 °/, C, 5,16, H, 8,33 °/, Fe. 


g Fir Formylbimin C,,H,,0,N,Fe: 
Ber.  C 63,53 °%/, H 5,03 °/, Fe 8,44 °/, 
id Gef. ,, 63,13 9 5,07 , 8,48 
‘ ,» 62,87 yy D,16 » 8,33 
‘ Das Praparat verlor, bei 60—105° getrocknet, an Gewicht 
i und gab dann bei der Analyse héhere Zahlen: 
at 0,0978 g Substanz (105°) gaben 0,2396 g CO,, 0,0466 g H,O und 0,0125 ¢ 


” EB Asche = 66,84 /, C, 5,33 °/, H, 8,93°/, Fe. 

Nach diesen Zahlen war das bei 105° getrocknete Priparat 
¢ —— dem Oxyhaminanhydrid ihnlich zusammengesetzt, aber es blieb 
| léslich in Pyridin—Chloroform. 

b) In 50 ccm Ameisensiure (d = 1,22) eingegossen. Jie 
Losung wurde mit 100 ccm Wasser versetzt und zum ‘T'eil ab- 
destilliert, weiter wie bei a) behandelt. Das Priaparat war nur 
krystallinisch, sonst dem ersten gleich. Es war leicht léslich in 
. 95 °/,iger Ameisensiiure, aus der Lésung fielen binnen mehrerer 
Stunden keine Krystalle aus. In 85—80°/,iger Ameisensiiure 
war das Praiparat weniger léslich, aber aus der Lésung fielen 
‘] bald Krystalle des Formylhimins aus. 0,5 g des krystallinischen 


/ 


Priparates wurden in 50ccm 80°/,iger Ameisensiure eingegeben. 


" Nach 12 Stunden wurden die langen und engen Krystalle von der 
5] gering gefarbten Mutterlauge abfiltriert und weiter wie bei a) be- 
’ handelt. Ausbeute fast 0,5 g. 
h 0,1148 g Substanz (Vakuum) gaben 0,2652 g CO,, 0,0506 g H,O und 
¥ 0,0140 g Asche = 63,02 °/, C, 4,93 °/, H, 8,52 °/, Fe. 
‘. Das krystallinische Priparat war auch in Kisessig léslich, 
‘n # aber aus der Lésung fielen bald neue, gréBere, den Teichmann- 
1» fE schen ahnliche Krystalle aus, die mit Eisessig, Wasser, Alkohol 
iT und Ather gewaschen wurden. Die Ausbeute war mehr als 90 °/,. 
Auch dieses Praparat war léslich in Pyridin—Chloroform und aus 
er @® der Lésung fielen nach dem Kochen Krystalle aus. 





1) Vgl. A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 169, S. 64 (1927). 
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0,1042 ¢ Substanz (Vakuum) gaben 0,2386 g CO,, 0,0494 g H,O und 
0,0121 g Asche = 62,47 °/, C, 5,30°/, H, 8,12°/, Fe. 

c) In 25ccm 95°/, iger Ameisensiiure eingegossen und die Lésung 
wurde teilweise abdestilliert. Die ausgefallenen Krystalle wurden 
weiter wie bei a) behandelt. Die Mutterlauge blieb hier etwas 
mehr gefirbt. Das Priiparat war von denselben Eigenschaften 
wie das erste Priparat. 

d) In 25 ccm derselben Ameisensiiure eingegossen. Die 
Lésung wurde mit 20 ccm Wasser versetzt und weiter wie bei a) 
behandelt. Das krystallisierte Priparat gab, im Vakuum iiber 
H,SO und KOH getrocknet, folgende Zahlen: 

0,1046 g Substanz gaben 0,2416 ¢ CO,, 0,0488 g H,O und 0,122 ¢ 
Asche = 63,01°,, C, 5,21°/, H, 8,15 °%/, Fe. 

2. a) 1g des frisch dargestellten, lufttrockenen, pulverisierten 
a«-Rohoxyhimins wurde in eine Lésung, die frisch durch Ver- 
mischen von 85—90 ccm 95 °/,iger (d = 1,22) Ameisensiure mit 
15—10 ccm Wasser oder durch Vermischen von 100 ccm der- 
selben Siure mit 10 ccm 10—20°/,iger Ammoniaklésung dar- 
gestellt wurde, eingetragen. Die Krystallisation ging bei Ver- 
wendung von Ammoniak besser als mit Wasser. Altere «-Oxy- 
himinpriparate krystallisierten langsamer und nur zum Teil, bei 
Pseudohiiminpriparaten blieb die Krystallisation aus. Nach 24 bis 
48 Stunden wurden die langen und engen Krystalle des Formy!- 
himins von der gering gefirbten Mutterlauge abfiltriert und 
weiter wie bei 1. a) behandelt. Ausbeute fast 1g. Diese Dar- 
stellungsweise hat den Nachteil, da eine Filtration vor dem 
Auskrystallisieren nicht méglich ist. In ihren Eigenschaften ent- 
sprachen diese Priparate dem e-lormylhimin. 

b) Die Darstellung des Formylhimins aus dem Oxyhimin- 
kalium wurde schon friher!) beschrieben. Da die Priparate 
damals bei 80° und 100° getrocknet wurden, ergaben sie bei der 
Analyse zu hohe Zahlen. 

c) Wenn eine winzige Menge des «-Rohoxyhamins auf dem 
Objektglas mit 95 °/,iger Ameisensiiure befeuchtet, mit dem Deck- 
glas zugedeckt und miibig erwirmt wurde, konnten unter Mikro- 
skop lange und enge Krystalle eines Formylhimins beobachtet 
werden. 

«) 1g des pulverisierten, lufttrockenen @-Rohoxyhimins wurde 
in 85 ccm 95°/,iger Ameisensiure unter Schiitteln eingefihrt: 


!) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 182, 5. 121 (1929). 
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1, Die nach !/, Stunde abfiltrierte Lésung wurde mit 15 ccm Wasser 
versetzt. Die ausgefallenen Krystalle wurden nach 12 Stunden 
abtiltriert, gewaschen und an der Luft getrocknet. Aber das 
Priparat bestand nicht aus der @-Form, da bei der Hiiminprobe 
nur Kiigelchen, bei der Salzprobe nur sehr Jangsam stechapfel- 
formige Krystalle erhalten wurden und bei der Protoporphyrin- 
probe violette Lésung mit braunem Stich resultierte. 2. Der in 
der Mutterlauge gebliebene Anteil wurde durch Verdiinnen mit 
Wasser niedergeschlagen; er war nach den Proben noch mehr 
verindert. 3. Der auf dem Filter gebliebene groBe Riickstand 
wurde in 50 ccm 80°/,iger Ameisensiure eingegeben, worin er 
auskrystallisierte. Aber auch dieser Teil bestand nach den Proben 
nicht mehr aus der e@-Modifikation. 

8) 1g @-Rohoxyhimin wurde mit 85 ccm 95°/, iger Ameisen- 
siure erwarmt, bis Lésung eintrat. Die abgekiihlte Lésung wurde 
filtriert, wobei fast nichts auf dem Filter blieb, und mit 15 ccm 
Wasser versetzt. Nach 24 Stunden wurde der geringe, kérnchen- 
foirmige Niederschlag abfiltriert; er bestand nach den Proben 
nicht aus der g@-Form. Das Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt 
und mit Natriumacetat versetzt. Der Niederschlag bestand aus 
einem stark alterierten Farbstoff.') 


C. Darstellung des Protoporphyrins aus dem 
Oxyhamin.’) 

1. In 150 com 95°/,iger (d = 1,22) Ameisensiiure wurden 
1,5 g Kisenpulver und dann 1 g pulverisiertes «-Rohoxyhimin 
eingegeben. Das Gemisch blieb einige Stunden in der Kilte 
stehen, alsdann erst wurde es auf dem Wasserbade kurz erwirmt. 
Ks wurde violette Lésung des Protoporphyrins erhalten, die weiter 
nach H, Fischer und B. Piitzer*) verarbeitet wurde. 

2. In 100—150 ccm derselben Saiure wurden 1—1,5 g Eisen- 
pulver und dann 1 g desselben Oxyhimins eingefiihrt. Das Ge- 
misch wurde nun gekocht. Schon nach 3—5 Minuten resultierte 
griinbraunrote Lésung des Pseudoporpbyrins, bei lingerem Kochen 
wurde ein Himatinkorper wieder erhalten. Nur bei iiberaus starkem 
UberschuB an 95 °/,iger Siure und kleiner Menge des Oxyhiimins 
konnte violette Lésung erzielt werden. 


1) Vgl. auch Schumm u. Mertens, Diese Zs. Bd. 177, S, 24 (1928). 
*) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 158, 8. 15 (1926); Bd. 180, S. 808 (1929). 
*) Diese Zs. Bd. 154, S. 39 (1926). 
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3. In 150 ccm 80°/,iger Ameisensiiure wurden 1,5 g Eisen- 






























pulver und dann 1 g Oxyhimin eingegeben, alsdann wurde das 
Gemisch gekocht. Nach etwa 3 Minuten wurde violette Loésung 
erhalten, die weiter wie bei 1. auf krystallisiertes Protoporphyrin I 
verarbeitet wurde. ( 
II, Einwirkung der Ameisensaure auf das Acetonchlorhamin. 5 
, 
A. Darstellung des Acetonchlorhimins. , 
Die Ausbeuten an krystallisiertem o-Chlorhimin aus dem Blut sind n 
bei den Alkohol- oder Acetonverfahren immer kleiner als diejenigen bei 9 
den Eisessigverfahren, da bei den ersteren ein Teil des Farbstoffs alteriert \ 
wird. Die Ausbeute an krystallisiertem o-Chlorhimin betriigt’) bei dem . 
Alkoholverfahren etwa 2,5—3 g, bei dem Acetonverfahren etwa 3 g pro : 
Liter Ochsenblut. Es wurde nun versucht, das krystallisierte a-Chlorhiimin a 
aus dem Acetonauszug ohne freie Salzsiiure zu erhalten. Die Ausbeute 
war 3,5 g, aber das Reinigen des Priiparates von den Salzen und nament- 
lich von den Lipoiden war schwieriger. Der oxalsiurehaltige Aceton- 
auszug wurde nach Zusatz von festem Kochsalz destilliert, bis etwa °, 
iibergegangen sind. Nach einigen Stunden wurde die Mutterlauge ab- 
gegossen und die Krystalle wurden zuerst mit Aceton, das zu einem Dritte! A 
mit Wasser verdiinnt war, dann mehrmals mit Wasser dekantiert. Die ( 
Krystalle setzten sich, event. nach Zusatz von einigen Tropfen verdiinnter : 
Salzsiiure, schnell ab, wiihrend die Lipoidstoffe gréftenteils schwebend ” 
blieben und abgegossen werden konnten. Die mit Wasser von den Salzen li 
befreiten Krystalle wurden 2—3 mal mit Alkohol dekantiert. Jetzt erst 
konnten sie ohne Verstopfen des Filters abfiltriert, mit Ather gewaschen aI 
und mit Petroliither extrahiert werden. Der yon Waschalkohol und Wasch- . 
iither herausgeléste Teil bestand nicht mehr aus der a-Form, Das «-Aceton- 
chlorhiimin gab, nach R. Kuhn und C. Seyffert?) behandelt, Allohiimin, 
welches wieder in Teichmannsche Krystalle tiberfihrt werden konnte. di 
W 
B. Einwirkung der Ameisensiure auf das Aceton- hs 
chlorhiimin. 
. . ee ° . I] 
Das pulverisierte @-Acetonchlorhimin war in der kalten 
85 °/,igen Ameisensiiure fast unldslich, in 95°/jiger Saure nur 
gering léslich. Bei linger dauerndem Kochen mit 95 °/jiger ir 
Ameisensiiure wurden die Krystalle stark arrodiert und es konnte A 
starke Lisung erhalten werden, wobei aber der Farbstoff alteriert Ei 
wurde. Von der kochenden 85°/,igen Saure wurde das Chlor- Ze 
himin weniger gelést und alteriert. hl 
1 g a@-Chlorhimin wurde in 10 ccm Chloroform und 3 ccm SC. 
Wl 






') A. Hamsik, Diese Zs, Bd. 148, S. 99 (1925); Bd. 176, S. 173 (1928). 
*) Chem. Ber. Bd. 61, S. 307 (1928). 
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Pyridin gelést. Die Lésung wurde 1. in 100 ccm kochende, mit 
Kochsalz versetzte, 95°/,ige Ameisensiiure eingegossen. Nach 
24 Stunden wurde der kérnchenformige Niederschlag von der 
noch zlemlich gefarbten Mutterlauge abgetrennt. Ausbeute etwa 
0.7 g. Das Praiparat bestand nach den Proben nicht mehr aus 
der «-Form. Der in der Mutterlauge gebliebene Anteil war noch 
stiirker verindert worden. 2. In 100 ccm kalte, mit Kochsalz 
versetzte, 95°/,ige Ameisensiiure eingegossen. Der Farbstoff fiel 
bald in wetzsteinférmigen Krystallen aus, die Mutterlauge blieb 
nur wenig gefirbt. Das Praparat war nach den Proben auch 
alteriert, aber weniger als das erste Priparat. 3. In 100 ccm 
kalte, mit NaCl versetzte, 80°/,ige Ameisensiure eingegossen. 
Nach einigen Minuten war fast der gesamte Farbstoff krystallinisch 
ausgefallen und war nach den Proben nur gering alteriert. 


C. Darstellung des Protoporphyrins aus dem Aceton- 
chlorhimin. 


/ 


1. 1 g a@-Acetonchlorhimin wurde in 150 ccm 95°/, iger 
Ameisensiure, die 1,5 g Eisenpulver enthielt, eingefiihrt. Das 
Gemisch wurde nun gekocht. Die Farbe der Lésung war an- 
fangs violett, erhielt aber bald einen braunen Strich, der bei 
lingerem Kochen noch stirker wurde. 

Ks kommt hier, jedoch langsamer als bei dem Oxyhimin, 
zur Umwandlung in eine Pseudoform und bei verlingertem Kochen 
wieder zur Bildung eines Hamatinkérpers. 

2. Derselbe Versuch, aber mit 85°/,iger Saéure. Hier war 
die Lésung noch nach 5—10 Minuten dauerndem Kochen violett, 
wihrend die erste Lésung schon einen starken braunen Stich 
hatte. Bei lingerem Kochen wurde auch die zweite Lisung braun. 


III. Lésen des Kaliumoxyhamins in saurem Alkohol und Aceton. 


0,5g pulverisierten Kaliumoxyhimins, dessen Darstellung schon 
iriiher!) beschrieben wurde, wurden in 100 com Methanol oder 
Aceton, die mit 5 ccm 95°/,iger Ameisensiiure oder mit 5 ccm 
Kisessig oder mit 5 g Oxalsiiure versetzt worden waren, ein- 
gelihrt. Das Gemisch wurde 3/, Stunde geschiittelt und dann 
iltriert. Mit Oxalsiure wurde die stiirkste, mit Essigsiure die 
schwachste Loésung erhalten. Die ameisensiiurehaltige Liésung 
wurde mit 20 ccm Ameisensiiure (d = 1,22) und dann mit 20 ccm 





') Diese Zs. Bd. 182, S. 118 (1929). 
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Wasser versetzt und zum Teil abdestilliert. Die Krystalle wurden 
nach einigen Stunden von der gering gefirbten Mutterlauge ab. 
filtriert, mit Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet. 
Nach den Proben bestand das Priparat aus der a-Modifikation. 
Der essigsiurehaltige Auszug wurde mit 45 ccm Hisessig und 
dann mit 25 ccm Wasser versetzt und teilweise abdestilliert. 
Auch hier wurde krystallisiertes «-Priparat erhalten. Der oxal- 
siurehaltige Auszug wurde mit 25 ccm Wasser versetzt und 
destilliert, bis an der Wand die Krystallisation begann. Ks 
wurde aber nur kugelférmiger Niederschlag erhalten, der von 
der noch ziemlich gefirbten Mutterlauge abfiltriert, mit Wasser 
gewaschen und an der Luft getrocknet wurde. Dieses Priparat 
war aber nach den Proben schon gering alteriert. 


Zusammenfassung. 


1, Es wird die Darstellung des Oxy-, Chlor- und Formyl- 


himins beschrieben. 
2. Durch 95 °/,ige (d = 1,22) Ameisensiure werden das Oxy- 
hiimin und das Acetonchlorhimin, besonders beim Kochen, alteriert. 
3. Zur Darstellung des Protoporphyrins aus dem Oxyhimin 
und aus dem Acetonchlorhimin wird eine verdiinntere Ameisen- 


siure empfohlen. 
4, Die Verkettung mit Kali schiitzt analog wie diejenige 


mit Globin die prosthetische Gruppe beim Lésen in saurem 
Alkohol oder Aceton. 


Berichtigung 
zu Bd. 182, 8. 270. 


Zeile 17 und 18 von oben lies ,,Dimorphie“ statt ,,[somorphie“. 
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Fig. 2. 
"Arserinkupfer aus Methanol, Lineare Vergr. 1:30. Anserin. Lineare Vergr. ', 





Fig. 3. 


Anserin, Lineare Vergr. ?,,. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLXNXXIIf. Tafel I. 
Zu ,D. Ackermann, O. Timpe, K. Poller, Uber das Anserin, einen neuen 
Bestandteil der Vogelmuskulatur™. 
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Fig. 1. 
a-Naphthylureido-(3)-propionsdure. (Aus synth. f-Alanin.) 
Lin. Vergr. 1:23. 





» 


Fig. 2. 
a-Naphthylureido-(3)-propionsiure aus Anserin-Barytspaltung. 
Lin, Vergr. 1: 46. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CLXXXIII, Tafel II. 
Zu ,,W. Linneweh, A. W. Keil und F. A. Hoppe-Seyler, 
Die Konstitution des Anserins”. 
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